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Zusammenfassung 
Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) hat aufgrund seines aggressiven 
Wachstums, seiner frühen Metastasierung und seiner fehlenden Frühsymptome eine sehr 
schlechte Prognose und ist daher die vierthäufigste Krebstodesursache bei Männern und 
Frauen in Deutschland. Ein weiteres Charakteristikum von PDAC ist die starke desmoplas-
tische Reaktion. Eine Funktion für stromale pankreatische Sternzellen (PSCs) bei der 
Förderung des Wachstums, der Proliferation und der Metastasierung des Tumors konnte 
bereits nachgewiesen werden. Für die Beantwortung der Frage, welche molekularen 
Ursachen einen funktionellen Zusammenhang zwischen Tumoraggressivität und Stroma-
zellen herstellen könnten, wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit differentielle Genex-
pressionsanalysen durchgeführt. Dabei fiel u.a. auf, dass das sezernierte Glykoprotein 
secreted Frizzled-related protein 1 (SFRP1), im Vergleich zum entsprechenden nicht-
tumorigenen Pankreasgewebe, im Stroma von PDAC-Patienten transkriptionell 
herunterreguliert war. SFRP1 ist bereits bekannt als Tumorsuppressorgen. In den meisten 
Fällen wird seine Wirkung auf die Hemmung des β-Catenin-abhängigen (kanonischen) 
Wnt-Signalweges zurückgeführt. Es wurde bereits sehr häufig beobachtet, dass SFRP1 
durch eine Hypermethylierung seiner Promotorregion in einer Vielzahl von humanen 
Tumoren, darunter auch PDAC sowie PDAC-Vorstufen, herunterreguliert ist. Mit dem 
Abschalten der SFRP1-Expression wurden erhöhte Proliferation sowie verringerte 
Apoptose bei den betroffenen Zellen, Merkmale des aktivierten kanonischen Wnt-
Signalweges, festgestellt. SFRP1 ist jedoch auch in der Lage nichtkanonische Wnt-
Signalwege zu modulieren. 
Das Ziel dieser von der Deutschen Gesellschaft für Forschung geförderten Arbeit 
war es, die stromale SFRP1-Expression auf Proteinebene in Proben von PDAC-Patienten 
mit der von Patienten mit chronischer Pankreatitis zu vergleichen bzw. mit deren 
Überleben zu korrelieren. Ein möglicher Unterschied sollte mithilfe eines Zellkultur-
modells auf einen funktionellen Effekt hin untersucht werden. Dafür sollten stabil und 
regulierbar SFRP1-überexprimierende Zelllinien aus PDAC- bzw. PSC-Zellen für die 
Einbindung in Migrationsassays etabliert werden. Für die Ergründung der Mechanismen, 
die zur Herunterregulierung der stromalen SFRP1-Expression führen könnten, sollte der 
Methylierungstatus der SFRP1-Promotorregion in PSC- sowie vergleichsweise in PDAC-
Zellen mittels methylierungsspezifischer PCR und Bisulfitsequenzierung analysiert 
werden. Desweiteren sollten diese Zellen mit Hilfe eines Reportergenassays auf eine 
Mikro-RNA-bedingte Modulation der SFRP1-Expression hin untersucht werden.  
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 Die immunhistochemische SFRP1-Färbung von PDAC-Patientenproben auf Tissue-
Microarrays (TMAs) ergab eine signifikante Reduktion der stromalen SFRP1-Färbung im 
Vergleich zur entsprechenden Expression im Stroma von Patienten mit chronischer 
Pankreatitis (CP). Die Ergebnisse der differentiellen Genexpressionsanalyse konnten also 
auf Proteinexpressionsebene bestätigt werden. Bei der Korrelation der stromalen SFRP1-
Färbung mit dem Überleben der entsprechenden Patienten mit R1-Resektionsstatus zeigte 
sich ein leichter Überlebensvorteil für die Patienten mit positiver SFRP1-Färbung.  
Bei der Analyse der SFRP1-Expression auf RNA- und Proteinebene in 
Zellkulturmodellen von PDAC zeigte sich, dass zwei von vier PDAC-Zelllinien sowie die 
PSCs und normale Pankreasgangzellen SFRP1-RNA exprimierten. Auch bei anderen 
untersuchten Tumor- oder murinen PDAC-Zelllinien war das Verhältnis zwischen Linien 
mit SFRP1-RNA und Linien ohne SFRP1-RNA eher gemischt. Keine dieser Zelllinien 
jedoch exprimierte SFRP1-Protein bis auf eine murine Fibroblastenzelllinie (3T3).  
Um zu ergründen, wodurch die Diskrepanz zwischen SFRP1-RNA- und fehlender -
Proteinexpression zustande kam, wurden Methylierungsanalysen durchgeführt. Dabei 
ergaben sich individuelle Methylierungsmuster für die verschiedenen DNAs, die eine 
fehlende Proteinexpression bei nur einem Teil der Zelllinien erklären würden. Daher wurde 
eine weitere Möglichkeit der Genexpressionsregulation in eukaryontischen Zellen als 
Ursache in Betracht gezogen, die Hemmung der Translation von SFRP1-mRNA in Protein 
durch miRNAs. Hierbei konnte mittels Reportergenassays nachgewiesen werden, dass 
miRNAs in PSCs und PDAC-Zellen eine kleine Stelle in der 3’-untranslatierten Region 
sowie Stellen in der kodierenden Sequenz von SFRP1 erkennen, daran binden und 
translational herunterregulieren konnten.  
Da keine endogene Proteinexpression festgestellt werden konnte, wurden drei 
PDAC-Zelllinien (PANC-1, AsPC1 und MIA PaCa-2) sowie eine PSC-Zelllinie (Klon2.2) 
für die stabile Transfektion mit humanem SFRP1 auf einem regulierbaren Vektor 
ausgewählt. Mithilfe der Lipofektion gelang es jedoch nur bei MIA PaCa-2 und Klon2.2-
Zellen, stabile Einzelzellklone anzuziehen, jedoch mit relativ variablen SFRP1-
Expressionen und -Regulierbarkeiten. Um noch mehr PDAC-Zelllinien in funktionellen 
Tests untersuchen zu können, wurden alle vier Zelllinien noch einmal mit einer weiteren 
Gentransfermethode, der retroviralen Transduktion, in stabil SFRP1-exprimierende 
Zelllinien umgewandelt.  
Um zu untersuchen, inwiefern das in den Patienten verlorengegangene SFRP1 das 
migratorische Verhalten von PDAC- und PSC-Zellen beeinflussen könnte, wurden 
Scratch- und Invasions- (Migrations) -Assays mit diesen Zellen durchgeführt und mit den 
Ergebnissen der entsprechenden Leerkontrollen verglichen. Dabei ergab sich für 
MIA PaCa-2 sowohl mit den durch Lipofektion als auch mit den durch retrovirale 
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Transduktion generierten Klonen/Zelllinien ein signifikant hemmender Einfluss der 
SFRP1-Überexpression auf das Migrationsverhalten im Scratch-Assay. PANC-1-Zellen 
schienen mit Lipofektions-SFRP1-Überständen signifikant schlechter durch Membranen 
zu migrieren und zeigten ebenfalls eine signifikante Migrationshemmung als retroviral 
transduzierte Zelllinie in Scatch- und Invasionsassay mit endogener SFRP1-Expression. 
Für PSCs zeigte sich eine SFRP1-abhängige Migrationshemmung im Scratch-Assay und in 
den Invasionsassays (mit endogener SFRP1-Überexpression und mit SFRP1-Anwesenheit 
im Überstand), allerdings nur mit Lipofektionsklonen. Es konnte also ein hemmender 
Einfluss von SFRP1 auf die Migration von PDAC- und PSC-Zellen nachgewiesen werden. 
Dieser würde theoretisch wegfallen, wenn SFRP1, wie im Tumorstroma von PDAC-
Patienten nachgewiesen, herunterreguliert werden würde. Bei der Untersuchung eines 
Einflusses von SFRP1 auf die Expression weiterer Gene ergab sich, dass SFRP1 bei 
PDAC-Zellen keine Hemmung des kanonischen Wnt-Signalweges verursacht. Vielmehr 
scheint seine Überexpression einen positiven Effekt auf die Expression von Mitgliedern 
des nichtkanonischen planaren Zellpolaritätssignalweges (PCP) zu haben. 
Die Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen ist, dass ein Wegfall von SFRP1 im 
Stroma von PDAC in sehr frühen Phasen (und auch in den Tumorzellen selbst) durch 
miRNAs oder, im Falle der Tumorzellen, durch Hypermethylierung ausgelöst werden 
könnte. Sezernierte, tumorsupprimierende, parakrine Signale aus dem Stroma und 
autokrine Signale von den Tumorzellen selbst würden damit wegfallen und die planare 
Zellpolarität wäre nicht mehr aufrechterhaltbar. Damit würden sich die Polarität und die 
Migrationsbereitschaft der Tumorzellen so verändern, dass sie ungerichtet wandern 
könnten, wodurch das Risiko zur Metastasierung zunehmen könnte. Auf diese Weise 
könnte die stromale Herunterregulierung von SFRP1 bei der Aufrechterhaltung und 
Progression des PDAC eine Rolle spielen. 
1 Einleitung 
1.1 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas  
1.1.1 Krebs - allgemeine Betrachtungen  
Ein Karzinom ist eine bösartige (maligne) Neubildung, die aus epithelialem Gewebe 
hervorgeht. Zusammen mit den Sarkomen (bösartige Tumoren des embryonalen 
Bindegewebes) werden diese Erkrankungen umgangssprachlich unter Krebs 
zusammengefasst. Üblicherweise werden auch Krebserkrankungen des Blutes, also die 
Lymphome und Leukämien, mit dazu gezählt (Kaatsch et al., 2012). Krebszellen erwerben 
im Laufe ihrer Entstehung einige wesentliche Eigenschaften, wodurch sie zum 
Tumorwachstum und zur metastatischen Verbreitung befähigt sind. Diese wurden zur 
Übersicht in Abb. 1.1 dargestellt. Im Gegensatz zu normalen Zellen zeichnen sie sich 
durch eine anhaltende Generierung von Wachstumssignalen, die Umgehung von 
wachstumshemmenden Signalen, die Aktivierung von Invasion und Metastasierung, die 
Fähigkeit zu unbegrenzten Zellteilungen, die Induktion der Gefäßneubildung 
(Angiogenese) und die Resistenz gegenüber des programmierten Zelltodes (Apoptose) aus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1:   Wesentliche Eigenschaften von Krebszellen (verändert nach Hanahan und Weinberg, 2011). 
Des Weiteren weisen Tumorzellen eine enorme Umprogrammierung ihres Stoffwechsels 
sowie eine effiziente Umgehung der Immunabwehr auf. Die Voraussetzungen zum Erwerb 
dieser Eigenschaften sind zum einen die genetische Instabilität der präkanzerösen Zellen. 
Hierbei spielen aktivierende Mutationen von Onkogenen und hemmende Mutationen oder 
epigenetische Beeinflussung von Tumorsuppressorgenen bzw. die Fehlsteuerung von 
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Genexpressionsregulationsmechanismen eine entscheidende Rolle. Als die zweite 
Voraussetzung wird der meist entzündliche Zustand der prämalignen Zellareale 
angenommen (Hanahan und Weinberg, 2011).  
Die Tumormikroumgebung verändert sich mit dem Voranschreiten der 
Tumorentwicklung und liefert ebenfalls positive Bedingungen für das Wachstum von 
primären Krebszellen, Invasion und Metastasierung. Sie setzt sich neben Krebszellen und 
Krebsstammzellen aus Zellen des Immunsystems, Endothelzellen der Blutgefäße und 
Lymphe, mesenchymalen und hematopoetischen Stammzellen sowie krebsassoziierten 
Fibroblasten zusammen (Dvorak et al., 2011; Langley und Fidler 2011; Reagan und 
Kaplan 2011). Die Invasion und Metastasierung von Primärtumoren erfolgt durch einen 
vielschrittigen Prozess. Am Anfang stehen einzelne oder wenige Zellen, bei denen die 
Mechanismen, die Epithelzellen normalerweise zusammenhalten, nicht mehr 
funktionieren. Auch in der normalen Embryonalentwicklung findet dieser Prozess statt und 
heißt Epithel-Mesenchymübergang (EMT) (Alberts et al., 2011). Während des 
sequenziellen Vorgangs der Metastasierung werden zunächst einige transformierte Zellen 
durch eine Verstärkung der Angiogenese besser mit Blut versorgt. Zusätzlich erlangen die 
präkanzerösen Zellen zusätzliche Eigenschaften wie Beweglichkeit und Invasivität. Das 
wiederum ermöglicht den Zellen ein Austreten in die Blut- und Lymphgefäße. An 
Gefäßverengungen setzten sich diese dann als mehrzellige Verbände fest. Dadurch können 
sie durch die Gefäßwand in das anliegende Organparenchym austreten und entsprechend 
der dort vorhandenen Bedingungen neue Tumoren, also Metastasen bilden (Talmadge und 
Fidler, 2010). 
1.1.2 Das Pankreas 
Das Pankreas, auch Bauchspeicheldrüse genannt, hat seine Funktion in der Regulierung 
der Verdauung von Proteinen und Kohlenhydraten sowie in der Blutzuckerregulation. Das 
exokrine Pankreas setzt sich zusammen aus einem traubenförmig verzweigten Netzwerk 
aus Azinus und Gangzellen, die Verdauungsenzyme produzieren und zum Verdauungstrakt 
transportieren. Das endokrine Pankreas sekretiert Hormone zur Stoffwechselregulation und 
Glukosehomöostase in den Blutstrom. Es besteht aus vier verschiedenen spezialisierten 
Zelltypen, die in den über das gesamte Pankreas verstreuten Langerhans-Inseln 
zusammengefasst sind. Das Pankreas liegt in enger anatomischer Beziehung zum 
Hauptgallengang und zum Zwölffingerdarm (Duodenum) (Hezel et al., 2006) (Abb. 1.2). 
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Abb. 1.2: Schematische Zeichnung der anatomischen Gegebenheiten in direkter Nähe zum Pankreas 
(verändert nach Cradel, 2010). 
1.1.3 Ätiologie, Symptome und Therapie des duktalen Pankreas-
adenokarzinoms 
Bei der Mehrzahl (> 95 %) aller bösartigen Tumorerkrankungen des Pankreas 
handelt es sich um duktale Adenokarzinome (PDAC), die durch die maligne Umwandlung 
der exokrinen Pankreaszellen entstanden sind (Hidalgo, 2010). Die übrigen 5 % stehen für 
Neoplasien des endokrinen Pankreas. Die Zahl der Neuerkrankungen wurde 2010 in 
Deutschland auf 14.000 pro Jahr geschätzt. Im Durchschnitt erkranken Männer mit 69 
Jahren und Frauen mit 76 Jahren an PDAC. Nur ca. 3 % aller Krebserkrankungen sind 
Malignome des Pankreas. Aber aufgrund der schlechten Prognose ist das Pankreaskar-
zinom die vierthäufigste Krebstodesursache bei Männern und Frauen. Zu den erworbenen 
Risikofaktoren, an PDAC zu erkranken, gehören:  
1. Rauchen 
2. Diabetes mellitus Typ II 
3. Chronische Pankreatitis und 
4. Adipositas. 
Des Weiteren besteht ein erhöhtes, genetisch bedingtes Erkrankungsrisiko bei Angehörigen 
von Familien mit bekannter, genetischer Prädisposition. Das bedeutet ein Auftreten von:  
1. familiärem Pankreaskarzinom 
2. familiärem, atypischen, multiplen Muttermal- und Melanom-Pankreaskarzinom-
syndrom mit Keimbahnmutationen im CDKN2A-Gen 
3. Peutz-Jeghers-Syndrom mit Keimbahnmutationen im STK11-Gen 
4. hereditärem Mamma- und Ovarialkarzinom mit Keimbahnmutationen im 
BRCA1- oder BRCA2-Gen 
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5. familiärer, adenomatöser Polyposis 
6. hereditärer Pankreatitis 
7. hereditärem, nichtpolypösen Kolonkarzinom mit Keimbahnmutationen im APC-
Gen oder in Mismatchrepair-Genen (hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS1, hPMS2)   
8. Ataxia teleangiectasia mit Keimbahnmutationen im ATM-Gen (Adler et al., 
2007; DGHO, 2010).  
Da beim PDAC charakteristische Frühsymptome fehlen, gibt es auch keine 
bildgebenden oder laborchemischen Früherkennungsuntersuchungen, die die Erfassung der 
Erkrankungen von Patienten in kurativen Stadien ermöglichen. Zu den Symptomen 
gehören, bedingt durch die Lage des Pankreas im Körper, Schmerzen im Oberbauch z. T. 
mit Ausstrahlung in den Rücken, Gewichtsverlust und Gelbsucht durch Verschluss des 
Gallengangs mit dunkelgelbem bis braunem Urin, Gelbfärbung von Haut und Skleren, 
tastbar vergrößerter Gallenblase und Juckreiz. Ferner zählen auch Durchfall und Fettstuhl, 
Glukoseintoleranz sowie paraneoplastische Syndrome wie der Neigung zu Thrombosen 
einschließlich der Thrombophlebitis migrans (wandernde Venenentzündung) und die 
Panniculitis nodularis (Entzündung von subkutanem Fettgewebe) dazu (DGHO, 2010).  
Bei nur 15-20 % der Patienten ist die Erkrankung zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 
resektabel. Nach operativer Entfernung (Resektion) des Tumors und nachfolgender 
Chemotherapie (Gemcitabin und 5-Fluorouracil/Folinsäure) können Patienten im 
Durchschnitt noch bis zu zwei Jahren leben. Weitere 15-20 % der Patienten leiden an 
einem nichtresektablen, nichtmetastasierten Tumor. Hier liegt die Lebenserwartung bei 
neun bis elf Monaten. 60-70 % der Patienten leiden jedoch an einer primär metastasierten 
Erkrankung und haben ein durchschnittliches Überleben von nur fünf bis acht Monaten. 
Die beiden letzten Patientengruppen können meist nur palliativ, entsprechend des 
Allgemeinzustandes und der Tumormarker zur Verbesserung der Lebensqualität auch in 
Kombination mit Chemotherapie, behandelt werden (DGHO, 2010). Moderne 
Therapeutika wie Angiogenese- und epidermal growth factor-Inhibitoren befinden sich 
derzeit erst in Phase I- und -II-Studien (Papaconstantinou et al., 2012). 
Die schlechte Prognose der Patienten trotz OP und die fehlenden Möglichkeiten zur 
Vorsorgeuntersuchung machen deutlich, wie wichtig weitere Studien über die molekularen 
Regulationsmechanismen in PDAC-Zellen sind. Diese sind die Voraussetzung für die 
Entwicklung weiterer Therapiemaßnahmen mit kurativen Ansatz. Als Krebsvorstufen 
gelten sogenannte muzinös-zystische Neoplasien (MCN), intraduktale papilläre muzinöse 
Neoplasien (IPMN) und pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN) im Epithel der 
Pankreasgänge. Die Akkumulation einer Vielzahl genetischer Veränderungen im Genom 
der betroffenen Zellen kennzeichnet die Progression von Dysplasie zum Adenokarzinom. 
So spielt hier die Aktivierung des Onkogens KRAS2 sowie die Inaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen eine entscheidende Rolle (Hidalgo, 2010; Matthaios et al., 2011). 
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Die Mutation von KRAS ist fast immer in der DNA der Zellen von humanem PDAC 
vorhanden (> 95 %). Sowohl nichtduktale Zellen wie die Azinuszellen, endokrine Zellen 
und zentrale Azinuszellen als auch die Gangepithelzellen können scheinbar für die 
Krebsentstehung verantwortlich sein (Abb. 1.3). Die nichtduktalen Zellen werden zu 
duktalen Zellen umprogrammiert, wobei noch nicht genau geklärt ist, ab wann eine KRAS-
Mutation dazu beiträgt. Nach der Umprogrammierung durchlaufen die Tumorvorläufer-
zellen die verschiedenen Läsionsstadien oder bestehen parallel, bevor sie unter den stärker 
werdenden Einflüssen von KRAS und erworbenen Tumorsuppressorgenverlusten von 
INK4A, p53 und SMAD4 zu invasiven und metastasierenden PDAC-Zellen werden 
(Mihaljevic et al., 2010). Da PDAC-Patientenproben häufig eine Deregulation von 
embryonalen Signalwegen wie dem Hedgehog- und dem Wnt-Signalweg aufweisen, 
vermutet man eine zeitliche und räumliche Kontrolle der Entwicklung und Aufrechter-
haltung des PDACs durch diese Signalkaskaden (Pasca di Magliano et al., 2007).  
Mit der Progression der Kanzerogenität der Pankreaszellen steigt auch gleichzeitig 
die Bildung von desmoplastischem Gewebe (Morris et al., 2010). Dieses stellt ein 
Charakteristikum des PDACs dar und lagert sich im Laufe des Tumorwachstums als 
Tumorstroma in den Bereichen zwischen den Gängen ab (Abb. 1.3) (Luttges und Kloppel, 
2005). Das PDAC-Stroma reichert sich hierbei mit proliferierenden Fibroblasten und 
pankreatischen Sternzellen (PSCs) an. Stimuliert durch PDAC-Zellen, produzieren 
aktivierte PSCs daraufhin Fibronektin, Matrixmetalloproteinasen und Kollagene I und III 
und häufen diese Moleküle im Stroma an (Bachem et al., 2005). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.3:  KRAS als Hauptregulator in der Initiierung und Progression des duktalen Pankreas-
adenokarzinom (verändert nach Morris et al., 2010).  
Über die Funktion der desmoplastischen Reaktion wird vermutet, dass der Tumor die 
Bildung eines „onkogenen“ Stromas stimuliert, welches wiederum durch parakrine 
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Signale, Angiogenese und Schutz vor der Immunabwehr zum Wachstum des Tumors 
beiträgt (Bardeesy und DePinho, 2002; Korc, 2007). Aktivierte PSCs können die Bildung 
von neuen Blutgefäßen im Tumor fördern, durch Blutgefäße migrieren und vom 
Primärtumor zu den Metastasen wandern. Sie können daher als Bestandteil des Stromas 
einen starken Beitrag zum Auswachsen, Überleben und Proliferieren von Fernmetastasen 
leisten. Zudem sind sie vermutlich auch der Grund für die Resistenz der PDAC-Zellen 
gegenüber der Strahlen- und Chemotherapie (Scarlett et al., 2011; Apte und Wilson, 2012).  
Neben den genetischen Veränderungen, die zur Erlangung von 
Tumorzelleigenschaften führen, konnten in PDAC-Tumoren auch epigenetische 
Veränderungen wie z.B. die Hypermethylierung zahlreicher Gene nachgewiesen werden 
(Fukushima et al., 2002; Fukushima et al., 2003; Sato und Goggins, 2006; Sato et al., 2007;  
Bu et al., 2008a; Tan et al., 2009). Das Ziel dieser Untersuchungen war es, potentielle 
Markergene für diagnostische und therapeutische Zwecke zu entdecken. Kürzlich wurde 
auch in sehr frühen PDAC-Vorstufen (IPMNs) gezeigt, dass es schon zu einer erheblichen, 
Hypermethylierung von CpG-Inseln und damit zur selektiven Herunterregulierung von 
Genen kommt. Dabei stieg die Methylierungsstärke mit zunehmendem neoplastischem 
Grad an. Im Vergleich zu normalem Pankreasgewebe waren hierbei Gene differentiell 
methyliert, die an der Transkription entwicklungsspezifischer Gene, am Wnt-Signalweg 
und an der Zelladhäsion beteiligt sind. Gene, die speziell in hochgradigen IPMNs 
methyliert sind, könnten potentiell zur diagnostische Anwendung in der Beurteilung von 
Krebsvorstufen dienen (Hong et al., 2012). 
1.2 Regulation der Genexpression  
Ein Gen ist eine fundamentale physikalische Einheit der Vererbung, die einen spezifischen 
Platz auf einem Chromosom (der kompakten Form der DNA-Abschnitte in der Zelle) 
einnimmt. Zu einem Gen gehören auch die unmittelbar oberhalb liegenden, zugehörenden 
Promotorbereiche, Regulationselemente, Spleißvarianten und RNA-kodierenden Gene. Im 
Genom der Taufliege Drosophila melanogaster, einem in der Molekularbiologie sehr gut 
untersuchten Modellorganismus, befinden sich beispielsweise ca. 14.000 Gene. Der 
Mensch hat im Vergleich dazu nur etwa 30.000 Gene (Graw, 2010). Aber sie reichen, um 
sämtliche Körperfunktionen und -formen auszubilden und aufrechtzuerhalten. Wie können 
so komplexe Organismen wie die Säugetiere mit einem vergleichbar kleinen Genom 
auskommen? Der Schlüssel liegt in der komplexen Art und Weise der Regulation der 
Genexpression, die die weniger entwickelten Organismen von den höher entwickelten 
unterscheidet. Im Folgenden sollen zwei Regulationsmechanismen bei den Säugetieren 
näher vorgestellt werden. Zum einen handelt es sich um Mechanismen, die eingreifen, 
bevor die DNA in Boten-(m)RNAs umgeschrieben wird (Transkription, siehe 1.2.1). Und 
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zum anderen werden Vorgänge besprochen, die die Übersetzung der mRNA in eine 
Proteinkette (Translation, siehe 1.2.2) verhindern können. 
1.2.1 Epigenetische Regulation der Genexpression 
Der Begriff „Epigenetik“ bedeutet „außerhalb der konventionellen Genetik“. Er wird 
verwendet, um stabile Genexpressionsveränderungen während der Entwicklung und der 
Zellproliferation zu beschreiben. Epigenetische Vorgänge sind für die Entwicklung und 
Differenzierung essentiell. Sie können aber auch in adulten Tieren auftreten, zufällig oder 
als Antwort auf Umwelteinflüsse. Epigenetische Mechanismen schützen zudem vor viralen 
Genomen, die sonst die zellulären Funktionen für ihre eigenen Zwecke missbrauchen 
würden. Epigenetische Prozesse beinhalten die Modifikation der DNA nach ihrer Synthese 
sowie der eng mit ihr assoziierten Proteine. Genauer gesagt führen hierbei DNA-
Methylierungen zur transkriptionellen Ruhigstellung von Chromatin, indem sie mit 
nukleosomenmodifizierenden Proteinen interagieren (Jaenisch und Bird, 2003).  
 DNA-Methylierung erfolgt in Säugetieren vorwiegend an Cytosinen in der 
Dinukleotidsequenz CpG nach der Replikation (Watt und Molloy, 1988). Das Ausmaß der 
DNA-Methylierungen verändert sich während der Säugetierentwicklung. Beginnend mit 
einer Welle von Demethylierungen während der Zellteilungen werden weite Teile des 
Genoms nach der Implantation des Embryos de novo durch DNA-Methyltransferasen 
(Dnmt3a und -b) methyliert (Jaenisch, 1997; Graw, 2010). Nachfolgend wird das 
Methylierungsmuster der parentalen DNA während der Replikation anschließender 
Zellteilungen aufrechterhalten, indem es durch Dnmt1 aber auch Dnmt3a/-3b auf den 
Tochterstrang übertragen wird. Das Enzym ist in der Replikationsgabel anwesend und 
erkennt hemimethylierte CpGs auf dem parentalen Strang (Reik und Walter, 2001). Durch 
Anfügen einer Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM, einem universellen 
Methyldonator) an das fünfte Kohlenstoffatom im Cytosin-Pyrimidinring erfolgt die 
Generierung von 5-Methylcytosin (m
5
C) (Jones, 2012) (Abb. 1.4, A). Während der 
Differenzierung nimmt die de novo-Methylierung in bestimmten Geweben wieder ab und 
findet nur noch selten während der normalen Entwicklung statt. Sie ist jedoch relativ 
häufig bei der in vitro-Generierung von Zelllinien und bei der Krebsentstehung (Jaenisch 
und Bird, 2003). Normalerweise sind ca. 80 % aller CpGs in nichtembryonalen Zellen 
methyliert. Da jedoch m
5
C durch spontane enzymatische Deaminierung zu Thymin 
konvertiert werden kann, verlieren sich CpGs in großen Teilen des Genoms.  
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Abb. 1.4:   (A) Methylierung von C innerhalb der DNA-Helix, katalysiert durch DNMT und SAM. (B) Die 
Natriumbisulfitbehandlung der DNA führt zur selektiven Deaminierung von C zu U. Die 
entsprechende Umwandlung von 5-Methylcytosin läuft vergleichsweise selten ab, wodurch (nach 
PCR und Sequenzierung) methyliertes C von unmethyliertem unterscheidbar wird (verändert nach 
Wehrum et al., 2008). 
Die Ausnahme bilden die durchschnittlich ca. 1000 bp langen DNA-Abschnitte mit 
erhöhtem C+G-Basenanteil (CpG-Inseln), die unabhängig von der Genexpression 
normalerweise unmethyliert bleiben (Deaton und Bird, 2011). Diese CpG-Inseln befinden 
sich in Promotorregionen und Exon 1-Sequenzen von 60 % aller humanen Gene. Die 
Methylierung dieser CpG-Inseln ist assoziiert mit der Langzeitstilllegung der betroffenen 
Gene (z.B. X-Chromosomeninaktivierung, Imprinting, keimzell- und gewebespezifische 
Gene) (Bloushtain-Qimron et al., 2008). Jedoch ist noch nicht völlig klar, ob die 
Methylierung Ursache oder Folge der abgeschalteten Gene ist, bevorzugt wird eher letztere 
Idee (Jones, 2012). 
Bereits vorhandene Methylierungen fördern die Bindung von DNA-Bindeproteinen, 
die spezifisch methylierte DNA erkennen. Die wiederum locken histonmodifizierende 
Enzyme an Bereiche der CpG-Inseln an (Issa, 2000). So ist bereits bekannt, dass 
unmethylierte Cytosine der DNA und azetylierte Histonschwänze der von DNA 
umwickelten Packproteine (Histone) im Chromatin transkriptionell aktives Chromatin 
charakterisieren. Wohingegen Methylierung von Cytosinen und Deacetylierung von 
Histonen den Kondensationsstatus der DNA in inaktives Heterochromatin ändern 
(Gronbaek et al., 2007). Zusätzlich zu DNA-Methylierungen wird also durch 
posttranslationale Modifikationen der Histone eine Art Code gebildet, der die 
transkriptionelle Aktivität bestimmter Gene darstellt. Die Histonazetylierung wird dabei 
durch das Wechselspiel von Histon-Azetyl-Transferasen und Histon-Deazetylasen 
bestimmt. Dazu kommen noch bestimmte Methylierungs- und Phosphorylierungsstellen an 
A 
B 
Bisulfitmodifikation: 
5-Methylcytosin 
5-Methylcytosin Uracil (U) 
Cytosin (C) 
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ausgewählten Aminosäuren der Histonproteine, die spezifisch für aktive und inaktive 
Chromatinregionen sind (Jenuwein und Allis, 2001; Galm et al., 2006; Sparmann und van 
Lohuizen., 2006). 
Im Genom der Zellen von fast allen humanen Krebsarten gibt es, wechselwirkend 
mit genetischen Veränderungen, epigenetische Abnormalitäten, die die Tumorerkrankung 
fördern können. Bemerkbar macht sich diese Tatsache anhand eines veränderten DNA-
Methylierungsmusters. Hierbei zeigen sich eine globale Demethylierung und eine 
Hypermethylierung in Promotornähe. Aufgrund der damit verbundenen DNA-Struktur- 
und Funktionsveränderung steigt das Risiko für eine ungewollte Transkription von 
„springenden Genen“ (Transposons), einer abnormalen Aktivierung bestimmter Gene 
sowie einer Veranlagung zu Genominstabilität durch Unterbrechung der Chromosomen-
replikationskontrolle. Des Weiteren kann es so zum Abschalten von Genen kommen, die 
dadurch eine Rolle bei der Initiierung und Progression von Tumoren spielen. Letztere 
Abnormalität bezieht sich auf eine Reihe von klassischen Tumorsuppressorgenen, 
Transkriptionsfaktoren, Faktoren für die Gewebeumbildung, DNA-Reperaturgene, 
Zellzykluskontrollgene, antiapoptotische Gene und Gene, die eine abnormale Aktivierung 
von Signaltransduktionwegen in Tumoren verhindern (Suzuki et al., 2002). Damit können 
epigenetische Mechanismen zu den frühesten Phasen bei der Krebsentstehung beitragen 
(Issa, 2004; Ting et al., 2006). In Hinblick auf mögliche therapeutische Anwendungen 
wäre eine aktive Demethylierung hoch interessant. So kann es zu Demethylierungen nach 
Doxorubicinbehandlung oder Rekrutierung von u.a. Dnmt3a/b in vitro bzw. Activation-
induced Cytidin Deaminase und Thymin-DNA-Glykosylase in vivo kommen (Kangaspeska 
et al., 2008; Metivier et al., 2008; Bhutani et al., 2010; Cortellino et al., 2011). 
Verschiedene Methoden zur Detektion von Methylierungen wurden bereits 
entwickelt (Baylin und Herman, 2006; Baylin und Jones, 2011). Es zeigte sich jedoch, dass 
die Methylierungsspezifische PCR (MS-PCR) aufgrund ihrer Sensitivität und dem hohen 
Durchsatz die am häufigsten verwendete Methode zur Detektion von Promotor-
methylierung ist (Bailey et al., 2010). Voraussetzung für die Durchführung von MS-PCR 
ist die Bisulfitumwandlung der extrahierten DNA (Herman et al., 1996). Während dieses 
chemischen Prozesses werden unmethylierte Cytosine im DNA-Strang in Uracil 
umgewandelt, während methylierte Cytosine in ihrer molekularen Struktur unverändert 
bleiben (Frommer et al., 1992) (Abb. 1.4, B). Aufgrund der eindeutigen Unterschiede in 
der konvertierten DNA-Sequenz zwischen methylierter und unmethylierter DNA kann 
mittels methylierungsspezifischen Primern der Methylierungsstatus auf dem gewünschten 
DNA-Abschnitt selektiv identifiziert werden (Herman et al., 1996). Das kann durch 
Gelelektrophorese oder Bisulfitsequenzierung geschehen (Lee et al., 2008).  
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1.2.2 Posttranskriptionelle Regulation der Genexpression 
Neben der Transkription (siehe 1.2.1) gibt es für tierische (und pflanzliche) Zellen eine 
weitere Ebene, auf der die Expression von Genen beeinflusst werden kann: die Translation. 
Meistens geschieht das über RNA-silencing bzw. RNA-Interferenz (RNAi). Hierbei erfolgt 
die spezifische Degradation oder Hemmung endogener RNA in der Anwesenheit von 
homologer doppelsträngiger RNA (dsRNA), die entweder lokal injiziert oder von einem in 
die Zelle eingeschleusten Vektor transkribiert werden kann (Fire et al., 1998; Angaji et al., 
2010). DsRNA kann aber auch endogen synthetisiert werden und zur Biogenese von 
Mikro-RNA (miRNA) führen (Abb. 1.5). Die Pri-miRNA (primäre miRNA) wird entweder 
von miRNA-Genen (intergenische miRNAs, ca. 75 % aller miRNAs) oder aus Introns 
(„Mirtrons“) proteinkodierender Gene (intronische miRNAs, ca. 25 % aller miRNAs) 
durch die RNA-Polymerase II transkribiert (Li et al., 2007). Diese 500-3000 Nukleotide 
langen Transkripte falten sich zu Haarnadelstrukturen mit einigen Fehlpaarungen im 
„Stamm“ zusammen. Aus dieser Vorstufe werden miRNAs in zwei Schritten generiert. 
Zunächst prozessiert der Drosha-DGCR8-Komplex Pri-miRNAs zu ca. 70 Nukleotide 
langen Haarnadeln, den pre-miRNAs (Vorläufer-miRNA). Spleißprodukte aus Mirtrons 
benötigen diesen Prozessierungsschritt nicht. Nach dem Transport ins Zytoplasma folgt der 
zweite Schritt, die Spaltung in ca. 20 bp lange miRNA-Doppelstränge durch den Dicer-
TRBP1-Komplex. Entsprechend der thermodynamischen Stabilität der 
Doppelstrangtermini und der Basenpaaridentität des 3‘-Überhanges wird ein Strang 
anschließend als reife miRNA ausgewählt, wohingegen der komplementäre Strang (miR*) 
abgebaut wird bzw. bei fehlenden Unterschieden ebenfalls Verwendung findet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.5:   Schematische Übersicht über die Biogenese von miRNAs und deren Wirkungsweise nach 
Assemblierung mit dem RISC-Komplex (verändert nach Filipowicz et al., 2008; Ryan et al., 2010; 
Krol et al., 2010). 
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Zusammen mit Mitgliedern aus der Argonautenprotein (AGO)-Familie fügt die reife 
miRNA sich in einen Ribonukleoproteinkomplex, dem miRNA-induzierten silencing 
complex (miRISC), ein. Dieser wird dann durch die miRNA an die 3’-untranslatierte 
Region (UTR) der Ziel-mRNA geführt und führt, abhängig von der Komplementarität 
zwischen miRNA und mRNA zu deren endonukleolytischen Spaltung oder translationalen 
Unterdrückung (Filipowicz et al., 2008; Hutvagner und Simard, 2008; Ryan et al., 2010). 
Für eine effiziente Bindung der Ziel-mRNA ist hierbei eine durchgängige Basenpaarung 
der miRNA-Nukleotide zwei bis acht (Seed-Region) essentiell (Bartel, 2009). 
Ungefähr 50 % aller proteinkodierenden Gene der Säugetiere werden von miRNAs 
kontrolliert und wahrscheinlich sind miRNAs an der Regulation fast aller bisher bekannten 
zellulären Prozesse beteiligt. Somit sind die Expressionsveränderungen einer Vielzahl der 
ca. 800 bekannten humanen miRNAs auch mit Krankheiten des Menschen assoziiert (Krol 
et al., 2010).  
1.3 Der Wnt-Signaltransduktionsweg  
Das namengebende Protein für diesen Signalweg Wnt wurde nach dem ersten Gen, das 
eine Wnt-Signalwegkomponente im Mausgenom verschlüsselte, Int1 (integration 1) und 
seinem Drosophila-Homolog Wingless benannt (Cadigan und Nusse, 1997). Der Wnt-
Signaltransduktionsweg ist ein evolutionär hoch konserviertes System aus Signaltransduk-
tionskaskaden, die u.a. entscheidende Funktionen in der Embryonalentwicklung aller Tiere 
und in der Regeneration von Geweben in adulten Tieren haben. Mutationen oder 
Deregulation seiner Komponenten können zu Erkrankungen insbesondere zu 
Krebsentstehung führen (Katoh und Katoh, 2007; Klaus und Birchmeier, 2008). Die    
Abb. 1.6 stellt den Wnt Signaltransduktionsweg schematisch dar. Die Mitglieder der Wnt-
Familie binden an Frizzled (FZ)-Rezeptoren und aktivieren so stromabwärts die 
Signalweiterleitung durch den β-Catenin-abhängigen (kanonischen) oder -unabhängigen 
(nichtkanonischen) Signalweg. Im kanonischen Signalweg assoziieren FZ-Rezeptoren mit 
dem Lrp5/6-Rezeptor. Das führt zur Signalweiterleitung durch die Akkumulierung von β-
Catenin im Zellplasma und zur Aktivierung von Tcf/Lef-Transkriptionskomplexen im 
Zellkern. Die Catenin-Menge im Zytoplasma wird bei Wnt-Abwesenheit durch Serin- und 
Threoninphosphorylierung reguliert. Vermittelt durch den TrCP-Ubiquitinligase-Komplex 
wird β-Catenin hierbei für den Proteinabbau markiert. Die Catenin-abhängige 
Signalweiterleitung reguliert Gene, die an der Zellzyklusregulation und Proliferation 
beteiligt sind. Auf diese Weise wird das Schicksal der Zelle bestimmt. Im 
nichtkanonischen Signalweg assoziieren FZ-Rezeptoren mit Ryk- oder Ror-
Rezeptortyrosinkinasen, um Calmodulin/Ca
2+
- oder Rho-abhängige Antworten hervorzu-
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rufen. Diese wiederum, regen die Expression der Transkriptionsaktivatoren Nfat oder den 
Jun-abhängigen AP-1-Komplex an (Abb. 1.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.6:   Schematische Übersicht über die Wnt-Signaltransduktionskaskaden (verändert nach Katoh und 
Katoh, 2007).  
Kanonischer und nichtkanonischer Signalweg können in folgender Weise auch miteinander 
gekoppelt sein: Durch eine Aktivierung der Nemo-like Kinase (Nlk) und der daraus 
folgenden Phosphorylierung von β-Catenin kann ebenfalls die Stabilität von β-Catenin, 
aber Ca
2+
-abhängig, inhibiert werden (Katoh und Katoh, 2007;  Renström et al., 2009; 
Chien et al., 2009). Der nichtkanonische Signalweg wird daher in der Literatur meist noch 
weiter unterteilt in den planaren Zellpolaritäts- (PCP) -Signalweg und den Ca
2+
-Signalweg. 
Die physiologische Funktion des Ca
2+
-Signalweges scheint in der Regulierung von 
Zellproliferation und -migration zu liegen. Der PCP-Signalweg dagegen reguliert 
Gewebspolarität, Zellmigration und die Organisation des Zytoskeletts (Kikuchi et al., 
2007). 
Entsprechend der Ergebnisse aus Zellkultur- und in vivo-Experimenten wurden 
Wnt-Proteine in zwei Klassen eingeteilt. Kanonische Wnts, darunter Wnt1, Wnt3a und 
Wnt8, führten zur Bildung einer sekundären Körperachse in Krallenfroschembryonen und 
morphologischen Transformationen in Säugerzellen (Cadigan und Nusse, 1997). Nichtka-
nonische Wnts (z.B. Wnt4, Wnt5a und Wnt11) aktivieren entsprechend PCP- und Ca
2+
-
Signalwege (Torres et al., 1996; Heisenberg et al., 2000). Das Beispiel von Wnt5a zeigt 
jedoch, dass die kanonische oder nichtkanonische Funktion der Wnt-Proteine auch vom 
Ca
2+
-Signalweg PCP-Signalweg 
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gleichzeitig exprimierten Rezeptorrepertoire in der jeweiligen Zelle abhängt (He et al., 
1997).  
Wnt-Antagonisten können in zwei funktionelle Klassen unterteilt werden, die 
Gruppe der sezernierten Frizzled-related proteins (SFRPs) und die Gruppe der Dickkopf-
Proteine. Mitglieder der SFRP-Gruppe (SFRP-Familie, WIF-1 und Cerberus) binden Wnts 
direkt, können aber auch den Wnt-Rezeptorkomplex binden. Dadurch können sie den 
kanonischen und den nichtkanonischen Wnt-Signalweg modulieren. Die Mitglieder der 
Dickkopf-Familie dagegen binden nur den LRP5/6-Korezeptor und beeinflussen daher 
spezifisch den kanonischen Weg (Kawano und Kypta, 2003).  
Der Wnt-Signalweg ist durch diverse Mutationen im APC und im ß-Catenin-Gen 
bei der Entstehung von vielen Krebsarten beteiligt. So wurde verkürztes APC-Protein 
durch Keimbahnmutationen mit der familiären adenomatösen Polyposis und durch 
somatische Mutationen mit sporadischen Kolorektalkarzinomen in Verbindung gebracht 
(Klaus und Birchmeier, 2008). Unabhängig von Mutationen konnte verstärktes Tumor-
wachstum, verursacht durch die Erhöhung der Wnt-Signalwegaktivität, bei humanen Brust- 
und Ovarialkarzinomzelllinien gezeigt werden (Bafico et al., 2004). In Pankreas-
karzinomzellen werden ähnliche Mutationen seltener gefunden (Pasca di Magliano et al., 
2007). Jedoch konnten bereits abweichende zytoplasmatische und nukleäre Vorkommen 
von ß-Catenin in PDA und PanIN-Proben nachgewiesen werden (Al-Aynati et al., 2004).  
1.4 Das Kandidatengen Secreted Frizzled-related 
protein 1 (SFRP1) 
SFRP1 gehört zur Familie der SFRPs, die fünf Mitglieder (SFRP1-5) umfasst. 
Aufgrund von Aminosäuresequenzähnlichkeiten werden SFRP1, -2 und -5 zur Typ 1-
Subfamilie und SFRP3 (FrzB) und -4 zur FrzB-Subfamilie zugeordnet (Bovolenta et al., 
2008). Sie sind Glykoproteine mit einer N-terminalen cysteinreichen Domäne (CRD), die 
eine starke Sequenzhomologie zur Wnt-Bindedomäne der Frizzled-Rezeptoren aufweist 
(Wang et al., 1997). SFRPs sind daher bekannte Antagonisten von Wnt, dem Liganden im 
Wnt-Signalweg. Durch direkte Bindung verhindern SFRPs die Anlagerung von Wnt-
Molekülen an Frizzled-Rezeptoren der Zelloberfläche (Finch et al., 1997; Monroe et al., 
2012). Als weiteres Merkmal besitzen SFRPs an ihrem C-terminalen Ende noch eine 
heparinbindende Domäne (NTR), die schwache Homologie mit dem Axonorientierungs-
protein Netrin zeigt (Leyns et al., 1997; Chong et al., 2002). Es scheinen beide Domänen 
an der Bindung von Wnt-Molekülen beteiligt zu sein (Bovolenta et al., 2008). Eine 
Übersicht über die verschiedenen Möglichkeiten der SFRPs in die Wnt-FZ-Interaktion 
einzugreifen ist in Abb. 1.7 dargestellt. SFRPs haben jedoch auch noch weitere Wnt-
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unabhängige Funktionen, wie z.B. die Vermittlung von Wuchsrichtungssignalen für Axone 
über die Bindung von FZ-Rezeptoren, der Interaktion mit anderen Rezeptoren oder 
Matrixmolekülen sowie die Wechselwirkung mit knochenmorphogenetischen Proteinen 
(Bafico et al., 1999; Häusler et al., 2004; Rodriguez et al., 2005; Lee et al., 2006; Zhong et 
al., 2007; Martin-Manso et al., 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.7:   Mögliche Mechanismen der Wnt-Signalweg-Beeinflussung durch SFRPs. (A) durch Wegfangen 
von Wnt-Molekülen mit der NTR- oder der CRD-Domäne (klassischer Antagonist), (B) durch 
gegenseitige Bindung wird Wnt als Bindungspartner für FZ bevorzugt, (C) durch Bildung von 
inaktivierenden Komplexen mit FZ können SFRPs Wnt-Moleküle inhibieren, (D) SFRPs können 
mit Wnt und FZ eine Bindung eingehen und könnten die Signalweiterleitung durch simultane 
Interaktion fördern (verändert nach Bovolenta et al., 2008). 
Im Unterschied zu den anderen SFRPs (ca. 36 kDa) kann SFRP1 durch eine N-Gly-
kosylierung posttranslational modifiziert vorliegen, wodurch sein Molekulargewicht um 
knapp 3 kDa höher erscheint (Finch et al., 1997; Chong et al., 2002). Die transkribierte 
SFRP1-RNA ist 4488 bp lang und enthält drei Exons, die durch Spleißen enzymatisch 
herausgeschnitten werden (http://www.ensembl.org). Die zusammengesetzte mRNA ergibt 
die zu übersetzende Information für das aus 314 Aminosäuren aufgebaute SFRP1-Protein. 
Die DNA dafür liegt auf dem p-Arm des Chromosoms 8, an Position 11.1-12, einem 
Abschnitt im Genom der häufig bei verschiedenen Tumorarten nicht mehr in beiden 
Allelen vorliegt und mit der Progression der Erkrankung einhergeht (Finch et al., 1997; 
Stoehr et al., 2004). Daher und im Zusammenhang mit der Fähigkeit zur Wnt-Modulation 
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wird dem Gen SFRP1 eine Tumorsuppressorgenfunktion zugesprochen (Hoang et al., 
1998; Üren et al., 2000; Schlange et al., 2007). Sehr häufig wird SFRP1 durch 
epigenetische Ereignisse in Tumoren herunterreguliert. Das konnte bereits bei Kolorektal-, 
Blasen-, Mamma-, Nierenzell-, Hepato-, Prostata-, Ovarial- und Ösophaguskarzinom 
sowie bei Medulloblastom, Mesotheliom und akuter myeloider Leukämie gezeigt werden 
(Suzuki et al., 2004; Lee et al., 2004; Stoehr et al., 2004; Lodygin et al., 2005; Veeck et al., 
2006; Dahl et al., 2007; Huang et al., 2007; Su et al., 2009; Kongkham et al., 2010; Meng 
et al., 2011; Cheng et al., 2011). Meistens wurden dadurch eine Reduktion der Apoptose 
sowie vermehrte Proliferation der betroffenen Zellen festgestellt. Auch bei PDAC-
Patienten konnte bereits eine SFRP1-Promotorhypermethylierung und damit verbundene 
Herunterregulierung der Expression nachgewiesen werden (Sato et al., 2003; Watanabe et 
al., 2006; Bu et al., 2008a/b). Zudem konnte bereits in PDAC-Vorstufen eine SFRP1-
Hypermethylierung festgestellt werden (Hong et al., 2008; Hong et al., 2012).  
SFRP1 mit Ursprung aus einer bestimmten Mikroumgebung kann unterschiedliche 
Effekte auf seine Zielzellen haben. So reguliert SFRP1 aus stromalen Zellen oder 
Knochenmark die Homöostase hämatopoetischer Stammzellen (Renström et al., 2009). In 
Knochengewebe regulieren Osteoblasten das Knochenwachstum durch SFRP1 und seine 
Bindungsfähigkeit an receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) (Häusler et al., 2004). 
Des Weiteren ist SFRP1 an einer verzögerten Wundheilung und der verstärkten Apoptose 
von Fibroblasten und Brustkrebszellen (MCF-7) beteiligt (Li und Amar, 2006; Melkonyan 
et al., 1997). Moduliert von Molekülen aus der extrazellulären Matrix (ECM) hat SFRP1 
zudem die Fähigkeit die Wachstumskegelbewegung von Axonen der Retinaneuronen von 
Huhn und Krallenfrosch über FZ2 zu beeinflussen (Rodriguez et al., 2005). Eine ähnliche 
regulatorische Funktion in der Axonverbindung von Mausretinaneuronen konnte für 
SFRP1 im Zusammenspiel mit PAX6 gezeigt werden (Sebastian-Serrano et al., 2012). 
In einer von der eigenen Arbeitsgruppe veröffentlichten Studie wurden Daten aus 
Patientenproben vorgestellt, bei der die differentielle Genexpression zwischen 
mikrodisseziertem Stroma aus PDAC-Gewebe und Stroma aus chronischer Pankreatitis 
(CP) analysiert wurde. Dabei war SFRP1 unter den Genen, die im Vergleich zum CP-
Gewebe im Stroma des PDAC deutlich herunterreguliert waren. Diese Studie machte 
ebenfalls deutlich, dass ein eventueller SFRP1-bedingter Effekt unabhängig vom 
kanonischen Wnt-Signalweg stattfinden könnte (Pilarsky et al., 2008).  
Zur Regulierung von SFRP1 ist bereits bekannt, dass die Bindestelle von GLI 
(einem durch den Hedgehog-Signalweg stimulierten Transkriptionsfaktor) im Promotor 
von SFRP1 liegt (Katoh und Katoh, 2006). So konnte gezeigt werden, dass GLI1-
Expression die Wnt1-vermittelte ß-Catenin-Akkumulation im Cytosol durch Erhöhung der 
SFRP1-Expression verhindert (He et al., 2006). Durch SFRP1 sind also beide Signalwege 
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miteinander gekoppelt. Des Weiteren wurden östrogenresponsible Elemente in der 
Gensequenz von SFRP1 entdeckt, weshalb auch eine östrogenabhängige Genexpression 
von SFRP1 vermutet wird (Chen et al., 2008). 
1.5 Methodische Grundlagen  
1.5.1 Tetracyclinregulierbare Vektoren 
In der molekularbiologischen Forschung ist die transgene Überexpression eine sehr häufig 
verwendete Methode, um die Eigenschaften und Funktionen eines beliebigen Gens im 
Tiermodell oder in der Zellkultur zu untersuchen. Um zu vermeiden, dass das transgene 
Gen (z.B. toxische oder apoptoseauslösende Gene) Einfluss auf die normale Entwicklung 
der Versuchstiere oder Zellkultur nimmt, ist es sinnvoll das Gen erst zu einem gewissen 
Zeitpunkt an- oder abzuschalten. Das induzierbare Genexpressionssystem Tet-Off 
advanced ermöglicht dem Forscher eine zeitlich und quantitativ streng regulierte 
Genexpression in Säugetierzellen (Gossen und Bujard, 1992; Urlinger et al., 2000). Der 
Grundzustand der transfizierten Zellen bleibt in Anwesenheit von Doxycyclin (Dox), 
einem Tetracyclinderivat, im Kulturüberstand (ÜS) erhalten. Die Induktion des zu 
untersuchenden Gens wird erst durch Entfernen von Dox ausgelöst. 
 Das Tet-Repressorprotein (TetR) hemmt normalerweise die Gene des Tetracyclin 
(Tc)-Resistenz-Operons in E. coli-Bakterien durch Bindung an die tet-Operator Sequenz 
(tetO) in Abwesenheit von Tc. In Anwesenheit von Tc ermöglicht die Dissoziation des 
Repressors von tetO die Expression der resistenzvermittelnden Gene. Dieses System findet 
Verwendung im Tet-Off Advanced Genexpressionssystem, indem der TetR in etwas 
modifizierter Form als Transkriptionsaktivator (tTA Advanced) genutzt und mittels der 
tetO-Sequenz ein induzierbarer Promotor generiert wurde. Hierbei wird das zu 
untersuchende Gen in ein responsibles Plasmid (pBI-L) hinter einen induzierbaren 
Promotor integriert (Abb. 1.8). Dieser Promotor setzt sich zusammen aus einem 
tetracyclinresponsiblem Element (TRE), welches die tetO-Sequenz als siebenfache 
Wiederholung enthält, und dem modifizierten minimalen Zytomegalie-Virus (CMV)-
Promotor (PminCMV∆). Ein regulatorisches Plasmid (pTet-Off Advanced) enthält die 
Information für den konstitutiv exprimierten Transaktivator (tTA-Advanced). Nach dem 
die Zellen durch sequenzielle Transfektionen beide Konstrukte stabil exprimieren, kann in 
Abwesenheit von Dox der Transaktivator am TRE binden und die Expression des Zielgens 
initiieren. Durch die Anwesenheit von Dox wird dies verhindert (Clontech Laboratories, 
Inc., 2007). 
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Abb. 1.8:   Geninduktion durch das Tet-Off Advanced System. In Dox-Abwesenheit bindet der 
Transaktivator tTA-Advanced an das TRE im Promotor des responsiblen Plasmides, welcher das 
zu untersuchende Gen kontrolliert. Durch Dox-Anwesenheit erfährt tTA-Advanced eine 
Konformationsänderung und durch sein Ablösen vom Promotor kehrt die Zelle zum uninduzierten 
Basalzustand der Genexpression zurück (verändert nach Clontech Laboratories, Inc., 2007). 
1.5.2 Reportergenvektoren als „miRNA-Biosensor“ 
Genetische Reportersysteme finden u.a. breite Verwendung bei der Untersuchung 
eukaryotischer Genexpression und -regulation. Meist werden Reportergene (z.B. grün-
fluoreszierendes Protein (EGFP), ß-Galaktosidase (LacZ) oder Luziferase) in vivo oder in 
vitro als Indikator für transkriptionelle Aktivität in Zellen verwendet. Ein Reportergen wird 
hierfür mit der Sequenz für einen zu untersuchenden Promotor oder ein beliebiges anderes 
regulatorisches Element in einem Expressionsvektor kombiniert und in Zellen transferiert. 
Die Zellen können daraufhin auf das Produkt des Reportergens selbst oder auf seine 
enzymatische Aktivität hin getestet werden. Das Reportergen sollte dabei nicht endogen 
exprimiert werden oder Einfluss auf die Abläufe in der Zelle haben. Da die Expression des 
Reporters mit seiner transkriptionellen Aktivität korreliert, ermöglichen Reportergen-
vektoren so die funktionale Identifikation und Charakterisierung regulatorischer Elemente 
eines Gens (Ghim et al., 2010). 
Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Vektor psiCheck-2 ermöglicht speziell 
die Beurteilung von durch RNA-Interferenz verursachten Genexpressionsänderungen der 
Zielgensequenz, welche mit einem Luziferasegen fusioniert wurde. In diesem System wird 
die zu untersuchende regulatorische Sequenz in eine multiple Klonierungsstelle (MCS) 
hinter dem 3’-gelegenen translationalen Stop-Kodon eines synthetischen Renilla-
Luziferase-Gens in den Vektor ligiert (Abb. 1.9). Kommt es zu einer RNA-Interferenz 
zwischen der von Reportergenvektor transkribierten Fusions-RNA und endogen 
transkribierten miRNAs (falls entsprechende miRNAs eine geeignete Bindestelle im 
klonierten Bereich gefunden haben), sollte die Fusions-RNA in der transfizierten Zelle 
abgebaut werden. Eine Abnahme der Renilla-Luziferase-Aktivität nach der Messung der 
Ansätze im Luminometer wäre der Indikator dafür (Promega Corporation, 2009). 
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Abb. 1.9:   Grafische Darstellung der Funktionsweise der psiCHECK-Vektoren. DNA-Sequenzen, die 
mutmaßliche Bindestellen für miRNAs enthalten, werden hinter das 3’gelegene Stop-Codon eines 
Reportergens (hier Renilla-Luziferase) eingefügt. Aufgrund des Lumineszenzrückgangs durch 
miRISC-verursachten Abbau der Fusions-mRNA können miRNA-Moleküle in der transfizierten 
Zelle indirekt nachgewiesen werden (verändert nach Promega Corporation, 2009). 
1.6 Aufgabenstellung 
Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) ist eine in den meisten Fällen tödliche 
Krebserkrankung, für die es, bis auf eine geringfügig lebensverlängernde Operation, weder 
Therapie- noch Diagnose-Verfahren gibt. Charakteristische Merkmale des PDACs sind die 
starke desmoplastische Reaktion mit Stromabildung um den Tumor und das häufige 
Metastasieren, bevor es überhaupt zur Wahrnehmung des Primärtumors kommt. 
Bekanntermaßen hat das Stroma eine Art Schutzschildfunktion für Tumoren und Stroma-
zellen können nachweislich Einfluss auf die Metastasierung von PDAC-Zellen haben. 
Daraus ergibt sich die Frage, welche Veränderungen in den Zellen des Stromas zu diesem 
Verhalten führen? Die Aufdeckung möglicher molekularer Ursachen könnte einen Beitrag 
zur Entwicklung von therapeutischen oder diagnostischen Methoden leisten.  
Faktoren, die in Frage kommen, konnten in differentiellen Genexpressionsanalysen 
zwischen Tumorstroma und Nichttumorstroma ermittelt werden. Dabei stellte sich bereits 
heraus, dass SFRP1 im PDAC-Tumorstroma herunterreguliert ist. SFRP1 ist als 
mutmaßliches Tumorsuppressorgen häufig durch Hypermethylierung in verschiedenen 
Tumoren herunterreguliert und ein bekannter Modulator des in der Embryonalentwicklung 
und Tumorwachstum bedeutsamen Wnt-Signalweges. Zudem hat SFRP1 Einfluss auf die 
ECM-abhängige Orientierung von auswachsenden Wirbeltierneuronen, das Knochen-
wachstum sowie auf die Apoptoseinduktion.  
Im Rahmen dieser von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) geförderten 
Arbeit sollte ermittelt werden, ob sich der SFRP1- Expressionsunterschied zwischen den 
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beiden Stromatypen auch auf Proteinebene bei PDAC-Patienten zeigt. Des Weiteren war es 
interessant, zu untersuchen, ob in einem Zellkulturmodell mit stabil SFRP1-
überexprimierenden PDAC- bzw. PDAC-Stromazellen die Migration und Invasion der 
Zellen beeinflusst werden kann. Um die molekularen Mechanismen zu ergründen, sollte 
mit der Methylierungsanalyse von PDAC-Zellen bzw. einem Reportergenassay untersucht 
werden, ob epigenetische Ursachen oder das Vorhandensein von endogenen miRNAs eine 
Rolle in der Herunterregulierung von SFRP1 in PDAC-Zellen spielen könnten. 
 
 
 
 
 
 
2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
Tab. 2.1: Unverdünnte Stoffe und Lösungen 
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-
Galactopyranosid (X-Gal) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Agarose Serva, Heidelberg, DE 
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Sigma-Aldrich, St. Louis, US  
Azeton Merck, Darmstadt, DE 
Chloroform Roth, Karlsruhe, DE  
Diethylpyrocarbonat-behandeltes Wasser 
(DEPC-H2O) 
MP Biomedicals, Illkirch, FR 
ECL Plus Western Blotting Detection 
Reagents, Lösungen A und B  
GE Healthcare, Glattbrugg, CH 
Ethanol, absolut VWR International, Darmstadt, DE 
Ethidiumbromid-Lösung, 1 % Roth, Karlsruhe, DE  
FACS-FLOW  BD Biosciences, Bedford, US 
FACS-RINSE BD Biosciences, Bedford, US 
FACS-SAFE BD Biosciences, Bedford, US 
Full-Range Rainbow Molecular Weight 
Markers  
GE Healthcare, Glattbrugg, CH 
Gel-Ladepuffer, 10 x BlueJuice Life Technologies, Darmstadt, DE  
GelRed, 10 000 x  Biotium, Hayward, US 
Glycerol Roth, Karlsruhe, DE  
Halt Protease Inhibitor Single-use Cocktail 
(100 x) 
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, US 
Hank’s Buffered Salt Solution Life Technologies, Darmstadt, DE 
Isopropanol Merck, Darmstadt, DE 
Lipofectamine 2000 Life Technologies, Darmstadt, DE 
Mayers Heamatoxilin-Lösung Merck, Darmstadt, DE 
Methanol VWR International, Darmstadt, DE 
Milchpulver, entfettetes Applichem, Darmstadt, DE  
Mowiol 4-88 Roth, Karlsruhe, DE 
Natriumbutyrat Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
2.1 Material 21 
Nonidet P-40 (NP-40) Biomol, Hamburg, DE  
NuPAGE Antioxidant Life Technologies, Darmstadt, DE 
NuPAGE LDS Sample Buffer (4 x) Life Technologies, Darmstadt, DE 
NuPAGE MES SDS Running Buffer (20 x) Life Technologies, Darmstadt, DE 
NuPAGE Sample Reducing Agent (10 x) Life Technologies, Darmstadt, DE 
NuPAGE Transfer Buffer (20 x) Life Technologies, Darmstadt, DE 
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Phosphate Buffered Saline (PBS), ohne 
Ca
2+
/Mg
2+
 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
Polybren, 8 mg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Polyethylenimin (PEI), 100 mg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Ponceau S-Lösung Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Precision Plus All Blue Protein Standard Bio-Rad, München, DE  
Rinderserumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe, DE 
Saponin Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Sodiumdeoxycholat Applichem, Darmstadt, DE 
Sodiumdodecylsulfat (SDS), 20 % Roth, Karlsruhe, DE 
TAE-Puffer (50 x) Life Technologies, Darmstadt, DE 
Trichloressigsäure (TCA) Merck, Darmstadt, DE 
TrisHCl, 1M Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Trypanblau-Lösung, 4 % Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Wasser für Injektionszwecke (Aqua dest.) Serumwerk Bernburg, Bernburg, DE  
WGA, AlexaFluor
®
 594-Konjugat Life Technologies, Darmstadt, DE 
Tab. 2.2:  Lösungen und Puffer 
Ammoniumchlorid-Lösung 
Lagerung: RT 
 
0,17 M NH4Cl 
0,2 M HEPES 
pH = 7,2 mit NaOH 
Aqua dest. 
 
Blockierungslösung 
Lagerung: aliquotiert -20°C, aufgetaut 4 °C 
(max. 2 Wochen) 
 
5% Milchpulver, FKS oder BSA 
TBS-Tween-Puffer (0,1 %) 
 
Detektionslösung 
Lagerung: 1h, RT 
 
Pro Blot:  
3,9 ml Lösung A 
100 µl Lösung B 
 
DNA-Basenpaargrößenstandard-Lösung 
Lagerung: RT 
 
500 µl Lösung:  
50 µl DNA-Ladder 
50 µl 10 x Gelladepuffer 
400 µl DEPC-H2O 
 
2.1 Material 22 
Glycerol-Lösung, 50 %  
Lagerung: RT 
200 ml Lösung: 
100 ml Glycerol 
100 ml Aqua dest. 
 
IF-Blockierungspuffer 
Lagerung: aliquotiert -20 °C, 
aufgetaut 4 °C, 1 Monat 
PBS 
0,2 % Saponin 
20 % FKS 
 
IF-Verdünnungspuffer 
Lagerung: aliquotiert -20 °C,  
aufgetaut 4 °C, 1 Monat 
PBS 
0,2 % Saponin 
1 % FKS 
 
IF-Waschpuffer 
Lagerung: aliquotiert -20 °C,  
auufgetaut 4 °C, 1 Monat 
PBS 
0,2 % Saponin 
 
 
Laufpuffer 
Lagerung: RT (max. 2 Wochen) 
 
 
1 l Lösung:  
50 ml NuPAGE MES SDS Running Buffer 
(20 x) 
950 ml Aqua dest. 
 
Mowiol-Lösung 
Lagerung: aliquotiert -20 °C 
6 g Glycerin 
2,4 g Mowiol 4-88 
6 ml Aqua dest. 
12 ml TrisHCl; 0,2 M; pH = 8,5 
25 g pro ml Lösung DABCO 
  
NaCl-Lösung, 5 M 
Lagerung: RT 
 
1 l Lösung:  
292,2 g NaCl 
Aqua dest. 
 
Natriumbutyrat-Lösung, 50 x (500 mM) 
Lagerung: +4 °C 
AG Temme 
50 ml Lösung: 
2,75 g Natriumbutyrat 
PBS 
0,2 µm steril filtriert 
 
Natronlauge (NaOH), 1 M 
Lagerung: RT 
1 l Lösung: 
40 g NaOH 
Aqua dest. 
 
PEI-Lösung, 1 mg/ml 
Lagerung: +4 °C, wenige Tage 
AG Temme 
10 ml Lösung: 
100 µl PEI (100 mg/ml) 
9,9 ml Aqua dest. 
0,45 µm steril filtriert 
 
PFA-Lösung, 4 % 
Lagerung: aliquotiert bei -20 °C,  
aufgetaut wenige Tage 
100 ml Lösung: 
4 g Paraformaldehyd 
50 µl NaOH (1 M) 
Aqua dest. 
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RIPA-Puffer 
Lagerung: -20 (Langzeit) /+4 °C (1-2 
Monate) 
 
50 mM TrisHCl, pH=8 
150 mM NaCl 
1 % NP-40 
0,5 % Sodiumdeoxycholat 
0,1 % SDS 
Aqua dest. 
Am Versuchstag frisch dazu: Protease-
Inhibitor-Cocktail (100 x) 
 
Sodiumdeoxycholat-Lösung, 10 % 
Lagerung: +4 °C 
 
5 ml Lösung:  
0,5 g Sodiumdeoxycholat 
Aqua dest. 
 
TAE-Puffer, 1 x 
Lagerung: RT 
 
1 l Lösung:  
20 ml 50 x TAE-Puffer-Konzentrat 
980 ml Aqua dest. 
 
TCA-Lösung, 5 x, (ca. 8,7 M) 
Lagerung: RT 
500 g TCA 
350 ml Aqua dest. 
 
TBS-Tween-Puffer; 0,1 % 
Lagerung: RT 
 
1 l Lösung:  
20 ml TrisHCl 
27,4 ml NaCl (5 M) 
1 ml Tween 20 
951,6 ml Aqua dest. 
 
Transferpuffer 
Lagerung: RT (max. 2 Wochen) 
 
1 l Lösung:  
50 ml NuPAGE Transfer Buffer (20 x) 
100 ml Methanol 
1 ml NuPAGE Antioxidant 
849 ml Aqua dest. 
 
X-Gal-Lösung, 20 mg/ml 
Lagerung: -20 °C 
50 ml Stammlösung:  
1 g  X-Gal 
50 ml DMSO 
Tab. 2.3:  kommerziell erhältliche Kits 
BCA-Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Wilmington, US 
Dual-Glo Luciferase Assay System Promega, Madison, US 
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, DE 
EZ DNA Methylation-Gold Kit Zymo, Irvine, US 
miRNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, DE  
miScript Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden, DE 
miScript SYBRGreen PCR Kit Qiagen, Hilden, DE 
NucleoSpin Extract II Macherey-Nagel, Düren, DE  
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel, Düren, DE 
NucleoSpin RNA II Macherey-Nagel, Düren, DE 
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden, DE 
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QIAamp FFPE Tissue Kit Qiagen, Hilden, DE 
TA Cloning Kit with One Shot TOP10 
Chemically Competent E. coli 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
Zero Blunt PCR Cloning Kit Life Technologies, Darmstadt, DE 
Tab. 2.4:  Enzyme 
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase  Applied Biosystems, Carlsbad, US  
Antarctic Phosphatase, 5000 U/ml  NEB, Frankfurt am Main DE 
BamHI, 10 U/µl Fermentas, St. Leon-Rot, DE 
ClaI, 5000 U/ml NEB, Frankfurt am Main DE 
EcoRI, 10 U/µl Fermentas, St. Leon-Rot, DE 
NotI, 10 U/µl Fermentas, St. Leon-Rot, DE 
PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase  Stratagene, La Jolla, US 
Power SYBR Green PCR Master Mix (2 x) Applied Biosystems, Carlsbad, US 
RNase A (50 mg/ml) Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
SalI, 10 U/µl Fermentas, St. Leon-Rot, DE 
SuperScript II Reverse Transcriptase Life Technologies, Darmstadt, DE 
T4 DNA-Ligase, 2000 cohesive end 
ligation units/µl (10 Weiss Units/µl) 
NEB, Frankfurt am Main DE 
T4 DNA-Polymerase, 3000 U/ml NEB, Frankfurt am Main DE 
Trypsin/EDTA Life Technologies, Darmstadt, DE 
XhoI, 10 U/µl Fermentas, St. Leon-Rot, DE 
Tab. 2.5:  Grundmedien und Zusätze 
Ampicillin, 50 mg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Antibiotic/Antimycotic, 100 x, flüssig Life Technologies, Darmstadt, DE 
Definiertes Keratinozyten serumfreies 
Medium (K-SFM), Zusatz 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
DMSO WAK Chemie Medical, Steinbach/Ts., DE 
Doxycyclin, 20 mg/ml Ratiopharm, Ulm, DE 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM); 4,5 g/l Glukose; 1,5 g/l 
Natriumbikarbonat, 2mM GlutaMAX 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
Fetales Kälberserum (FKS) Life Technologies, Darmstadt, DE 
G 418, 100 mg/ml in PBS Merck, Darmstadt, DE  
Glukose, 40 % B. Braun Melsungen, Melsungen, DE 
GlutaMAX, 200 mM Life Technologies, Darmstadt, DE 
HEPES, 1 M PAA Laboratories, Cölbe, DE 
Hygromycin B, 10 mg/ml in PBS PAA Laboratories, Cölbe, DE 
IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s 
Medium) 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
Kanamycin Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
LB-(Luria Bertani) Medium Medienküche, BioTec, Dresden, DE 
MEM (Minimal Essential Medium) Life Technologies, Darmstadt, DE 
Natriumpyruvat, 100 mM Life Technologies, Darmstadt, DE 
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Neugeborenen-Kälberserum (NKS) PAA Laboratories, Cölbe, DE 
Opti-MEM I Life Technologies, Darmstadt, DE 
Pferdeserum PAN-Biotech, Aidenbach, DE 
RPMI 1640-Medium; 2 mM L-Glutamin Life Technologies, Darmstadt, DE 
SOC-Medium Life Technologies, Darmstadt, DE 
Tab. 2.6:  Zusammensetzung der Medien 
3T3 DMEM 
10 % NKS 
 
AsPC1/BxPC3 RPMI 1640 
10 % FKS 
4,5 g/l Glucose 
10 mM HEPES 
1 mM Natriumpyruvat 
 
Capan-1 IMDM 
20 % FKS 
 
Einfriermedium 60 % zelllinienspezifisches Vollmedium 
30 % FKS (NKS bei 3T3) 
8 % DMSO 
 
HPAF-II MEM 10370 
10 % FKS 
1 mM Natriumpyruvat 
2 mM GlutaMAX 
 
HDPE-E6E7 K-SFM 
Zusatz: humaner rekombinanter 
Epidermaler Wachstumsfaktor 1-53, 
Rinderhypophysenextrakt 
 
Hek 293T, Mauslinien (K8282-9043), 
MCF-7, HeLa  
 
DMEM 
10 % FKS 
 
Klon2.2, Capan-2 RPMI 1640 
10 % FKS 
 
MIA PaCa-2 DMEM 
10 % FKS 
2,5 % Pferdeserum 
2 mM GlutaMAX 
 
PANC-1 DMEM 
10 %FKS 
2 mM GlutaMAX 
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Selektionsmedien:   
Entsprechendes Vollmedium + : Hygromycin B G 418 
AsPC1 700 µg/ml 500 µg/ml 
Klon2.2 200 µg/ml - 
MIA PaCa-2 400 µg/ml 800 µg/ml 
PANC-1 300 µg/ml 300 µg/ml 
2.1.2 Zelllinien und Bakterienstämme 
Tab. 2.7:  Zelllinien (m: murin, h: human)  
3T3 Fibroblasten (m) ATCC, Manassas, US 
AsPC1 PDAC (h)  ATCC, Manassas, US 
BxPC3 PDAC (h) ATCC, Manassas, US 
Capan-1 PDAC (h) ATCC, Manassas, US 
Capan-2 PDAC (h) ATCC, Manassas, US 
HPAF-II PDAC (h) Prof. Kalthoff, Sektion für Molekulare 
Onkologie, UKSH, Kiel, DE 
HDPE-E6E7 Pankreasgangepithel (h) Dr. Ming Tsao, University of Toronto, CA 
Hek 293T Embryonales  
Nierenepithel (h) 
Prof. Dr. Achim Temme, experimentelle 
Neurochirurgie/Tumorimmunologie, TU-
Dresden, DE 
K8282 PDAC (m) Professor MD PhD David Tuveson, Cancer 
Research UK, Cambridge Research 
Institute, UK, (Olive et al., 2009) 
K8484 PDAC (m) David Tuveson, CRI, Cambridge, UK 
K8675 PDAC (m) David Tuveson, CRI, Cambridge, UK 
K8849 PDAC (m) David Tuveson, CRI, Cambridge, UK 
K9043 PDAC (m)  David Tuveson, CRI, Cambridge, UK 
Klon2.2 PDAC-assoziierte Fibro-
blasten (RLT-PSCs) (h) 
Dr. Ralf Jesenofski, DKFZ, Heidelberg, DE 
(Jesenofski et al., 2005) 
MIA PaCa-2 PDAC (h) ATCC, Manassas, US 
PANC-1 PDAC (h) ATCC, Manassas, US 
 
Tab. 2.8:  Bakterienstämme 
JM110, DAM-negativ Prof. Dr. Michael Bachmann, Institut für  
Immunologie, TU-Dresden, DE 
TOP10 Life Technologies, Darmstadt, DE 
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2.1.3 Antikörper (Ak) 
Tab. 2.9:  Ak für Immunfluoreszenz (IF)- und Westernblot (WB)-Färbungen 
Anti-DVL2, rabbit, polyklonales 
Immunoglobulin (IgG) 
Cell Signaling, Danvers, US 
Anti-FRP-1 (H-90), rabbit, polyclonal IgG 
(WB) 
Santa Cruz, Santa Cruz, US 
Anti-GAPDH, mouse, polyclonal IgG Abcam, Cambridge, UK 
Anti-Goat, Horseradish Peroxidase 
Labelled Conjugate, IgG 
R&D Systems, Minneapolis, US 
Anti-Mouse, Horseradish Peroxidase 
Labelled Conjugate, IgG 
GE Healthcare, Glattbrugg, CH 
Anti-Rabbit, goat, Alexa Fluor 488-IgG Life Technologies, Darmstadt, DE 
Anti-Rabbit, goat, Alexa Fluor 568-IgG Life Technologies, Darmstadt, DE 
Anti-Rabbit, Horseradish Peroxidase 
Labelled Conjugate, IgG 
GE Healthcare, Glattbrugg, CH 
Anti-SFRP1, rabbit, polyclonal IgG (IF) Abcam, Cambridge, UK 
Anti-VANGL2, goat, polyclonal IgG Santa Cruz, Santa Cruz, US 
2.1.4 Nukleinsäuren 
Tab. 2.10:  Primer für SFRP1-CpG-Inselfragmente (Eurofins MWG Operon, Ebersbach, DE) 
Fragment Primernamen Sequenz Produkt (bp) 
1 SFRP1_M_f1 
SFRP1_M_r1_2 
5'-TTTTTTTTATTTATGTATTTTTGGTTTTGT-3' 
5'-AAACTAAAATACRCRAAACTCCTAC-3' 
441 
2 SFRP1_M_f1_2 
SFRP1_int_M_ r1 
5'-GTAGGAGTTTYGYGTATTTTAGTTT-3' 
5'-CAAACTTCCAAAAACCTCCRAAAACAAAAAA-3' 
210 
3 SFRP1_int_M_ f1 
SFRP1_M_r2_2_neu 
5'-TTTTTTGTTTTYGGAGGTTTTTGGAAGTTTG-3' 
5'- CAACAACACRCCCAAAACTACCC -3' 
137 
4 SFRP1_M_f2_2 
SFRP1_M_r1 
5'-GGTAGTTTTGGGYGTGTTGT-3' 
5'-ACAACACCATCTTCTTATAACCCAC-3' 
335 
5 SFRP1_M_f3 
SFRP1_M_r3_2 
5'-AGATGGTGTTGTTTAATTTGTTGGAGTA-3' 
5'-CATCTCRAACCAATAAAAACC-3' 
443 
6 SFRP1_M_f3_2 
SFRP1_M_r3 
5'-GGTTTTTATTGGTTYGAGATG-3' 
5'-AACCCTCAATCCCCAACACC-3' 
491 
7 SFRP1_M_f5 
SFRP1_M_r5_2 
5'-GGTGTTGGGGATTGAGGGTT-3' 
5'-CCCCTATTATTTAAAACRCAAAACTT-3' 
248 
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Tab. 2.11:  MS-PCR-Primer (human: Su et al., 2009), (Eurofins MWG Operon, Ebersbach, DE) 
Fragment Primernamen Sequenz Produkt (bp) 
Methyliert (h) SFRP1_m_f8 
SFRP1_m_r8 
5'-GTGTCGCGCGTTCGTCGTTTCGC-3' 
5'-AACGTTACCCGACTCCGCACCG-3' 
172 
Unmethyliert (h) SFRP1_u_f1 
SFRP1_u_r1  
5'-GAGTTAGTGTTGTGTGTTTGTTGTTTTGT-3' 
5'-CCCAACATTACCCAACTCCACAACCA-3' 
181 
Methyliert (m) mSFRP1_M_F2 
mSFRP1_M_R2 
5'-AGGATTTTATCGATCGGAGATTC-3' 
5'-CATATTACTCGACGACGTCGA-3' 
156 
Unmethyliert (m) mSFRP1_U_F2 
mSFRP1_U_R1 
5'-GGAGGATTTTATTGATTGGAGATTT-3' 
5'-CCCATATTACTCAACAACATCAAA-3' 
160 
Tab. 2.12:  Kolonie-PCR-Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersbach, DE) 
Vektor Primernamen Sequenz Produkt (bp) 
pCR2.1 und 
pCRBlunt 
M13_reverse 
M13_forward 
5'-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3' 
5'-ACGTTGTAAAACGACGGCCAG-3' 
209 + Fragment 
pBI-L pBI-L_f1 
pBI-L_r1 
5'-TTCGAGCTCGGTACCCGGGGA-3' 
5'- AGGGTCCCCAAACTCACCCT -3' 
117 + Fragment 
pRev_TRE_IRES_E
GFP 
pRev_F1 
SFRP1_R2 
5'-ATCCACGCTGTTTTGACCTC-3' 
5'-GAAGAGCGAGCAGAGGAAGA-3'  
437 (incl. 
Fragment) 
Tab. 2.13:  qRT-PCR-Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersbach, DE) 
Primernamen Sequenz Produkt (bp) 
mACTB_rt_F1 
mACTB_rt_R1 
5'-TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT-3' 
5'-CTTCTCCATGTCGTCCCAGT-3' 
294 
mSFRP1_rt_F1 
mSFRP1_rt_R1 
5'-TCAGAGGCCATCATTGAACA-3' 
5'-GGCCCATGATGAGAAAGTTG-3' 
235 
actb-1498F (human) 
actb-1570R (human) 
5'-AAGCCACCCCACTTCTCTCTAA-3' 
5'-AATGCTATCACCTCCCCTGTGT-3' 
73 
hDVL2_F1 
hDVL2_R2 
5'-CCACCCTACCATGAGCTTTC-3' 
5'-CTCAGACTCACTGCCACTGC-3' 
177 
hFZ2_F1 
hFZ2_R1 
5'-ATTTTTCTGTCGGGCTGCTA-3' 
5'-TCATGAAGAGGATGGTGCAG-3' 
157 
SFRP1_rt_F1 (human) 
SFRP1_rt_R1 (human) 
5'-CCCCTGCTCAACAAGAACTG-3' 
5'-AAGCCGAAGAACTGCATGAC-3' 
152 
hVANGL2_F1 
hVANGL2_R1 
5'-GAAGTACCTTCGGACCACCA-3'  
5'-CACCAATGTCCACTGTTTGG-3' 
180 
 
Tab. 2.14:  Klonierungsprimer (pRev_TRE_IRES2_EGFP-Vektorklonierung, unterstrichen: Restiktions-
schnittstellen, Eurofins MWG Operon, Ebersbach, DE) 
Fragment Primernamen Sequenz Produkt (bp) 
SFRP1-CDS 
+ Schnittst. 
SFRP1_SalI_F2 
SFRP1_BamH1_R1 
5'-AAAAAGTCGACCGGCGGATGGGCATCGGGCGCA-3' 
5'-AAAAAGGATCCACTTAAACACGGACTGAAAGGT-3' 
971 
Sequenzie-
rung 
pRev_F1 
pRev_R1 
5'-ATCCACGCTGTTTTGACCTC-3' 
5'-ACACCGGCCTTATTCCAAG-3' 
1133 (incl. 
Fragment) 
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Tab. 2.15:  Klonierungsprimer (PsiCheck-2-Klonierung, Eurofins MWG Operon, Ebersbach, DE, 
unterstrichen: Restriktionsschnittstellen für XhoI (X) und NotI (N)) 
Fragment Primernamen Sequenz Produkt (bp) 
5’UTR SFRP1_X_5'UT_F1 
SFRP1_N_5'UT_R1 
5'-AAAAACTCGAGGCGCACTCCAGCCCTG-3' 
5'-AAAAAGCGGCCGCGCCGGCTCTGCGCCCTG-3' 
337 
CDS SFRP1_X_CDS_F1 
SFRP1_N_CDS_R1 
5'-AAAAACTCGAGATGGGCATCGGGCGCA-3' 
5'-AAAAAGCGGCCGCACTTAAACACGGACTG-3' 
959 
3’UTR SFRP1_X_3'UT_F1 
SFRP1_N_3'UT_R1 
5'-AAAAACTCGAGGATTCTCCCGGGGGCA-3' 
5'-AAAAAGCGGCCGCGAGTGATTTTAGTCAA-3' 
3181 
3U7 SFRP1_X_3'U7_F1 
SFRP1_N_3'U7_R1 
5'-AAAAACTCGAGGTGCTGTGCAGCTCTC-3' 
5'-AAAAAGCGGCCGCACCTCCCATGCTATC-3' 
496 
3U8 SFRP1_X_3'U8_F1 
SFRP1_N_3'U8_R1 
5'-AAAAACTCGAGTCGCTAGGGCCAAGGT-3' 
5'-AAAAAGCGGCCGCGAACGGCCAGTATGT-3' 
431 
3U9 SFRP1_X_3'U9_F1 
SFRP1_N_3'UT_R1 
5'-AAAAACTCGAGTTTGCATTTGGATGTG-3' 
5'-AAAAAGCGGCCGCGAGTGATTTTAGTCAA-3' 
515 
Tab. 2.16:  Primer-Assays (Qiagen, Hilden, DE) 
qRT-PCR-Primer-Assays (QuantiTect): MikroRNA-Primer-Assays (miScript): 
hSFRP1 RNU6B2 (Kontrolle) 
mDVL2 miR-23a und -b 
mFZ2 miR-27a und -b 
mVANGL2 miR-128 
 miR-144 (Vorläufer-miR) 
Tab. 2.17:  Plasmide (Vektorkarten: siehe Anhang C) 
IRATp970D0160D (Klon29) Source BioSciences, Nottingham, UK 
pBI-L Clontech, Saint-Germain-en-Laye, FR 
pCDNA4_SFRP1_myc-HisA Life Technologies, Darmstadt, DE 
verändert von Carolin Zimmermann  
pCR
®
2.1 Life Technologies, Darmstadt, DE 
pCRBlunt Life Technologies, Darmstadt, DE 
pczVSV-G Prof. Dr. Achim Temme 
pHIT 60 Prof. Dr. Achim Temme 
pRevTet-Off Clontech, verändert nach Prof. Dr. Achim 
Temme 
pRevTRE_IRES2_EGFP Prof. Dr. Achim Temme 
psiCheck-2 Promega, Madison, US 
pTet-Off-Advanced Clontech, Saint-Germain-en-Laye, FR 
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Tab. 2.18:  DNA 
Basenpaarstandard, 1 kb und 100 bp DNA 
Ladder 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
CpGenome Universal Methylated DNA,  
100 ng/µl 
Millipore, Billerica, US 
dNTPs Life Technologies, Darmstadt, DE 
Linearer Hygromycin Marker, 50 ng/µl Clontech, Saint-Germain-en-Laye, FR 
Random Primers Life Technologies, Darmstadt, DE 
2.1.5 Geräte 
Tab. 2.19:  Geräte 
Abzug Köttermann, Uetze/Hänigsen, DE 
AlphaImager, Geldokumentationssystem  Cell Biosciences, Santa Clara, US 
Autoklav Systec, Wettenberg, DE 
Brutschränke: Zellkultur 
Mikrobiologie 
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
GFL, Burgwedel, DE 
Klonierungszylinder  Sigma-Aldrich, St. Louis, US 
Digitalkamera: Power Shot Canon, Krefeld, DE 
Durchflusszytometer: FACScalibur BD Biosciences, Bedford, US 
Einfrierbehälter Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Eismaschine ZIEGRA Eismaschinen, Isernhagen, DE 
Gefrierschränke Heraeus, Hanau, DE 
Geschirrspüler Miele, Gütersloh, DE 
Glaswaren Schott, Mainz, DE 
Heizschüttler Eppendorf, Hamburg, DE 
Kühlschränke Liebherr, Biberach an der Riss, DE 
Laser Scanning Mikroskop (LSM 510) Carl Zeiss Microimaging, Göttingen, DE  
Magnetrührer IKA Werke, Staufen, DE  
Mikroskop: Axiovert 40C,  
Adapter für Digitalkamera 
Carl Zeiss Microimaging, Göttingen, DE 
Mikrowelle Samsung, Schwalbach/Ts., DE  
Multipette: Stream und X-Stream Eppendorf, Hamburg, DE 
NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Neubauer Zählkammer LO Laboroptik, Lancing, UK 
Pipetten: Research, Reference, Research 
(Mehrkanal) und Research pro 
Eppendorf, Hamburg, DE 
 
PCR-Cycler: Mastercycler Gradient 
DNA Engine 
Eppendorf, Hamburg, DE 
MJ Research, Waltham, US 
Owl Horizontal Electrophoresis Systems, 
B1-2, D3-14 (Agarosegelelektrophorese) 
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
pH-Meter Knick Elektronische Messgeräte, Berlin, 
DE 
Pipettierhilfe Eppendorf, Hamburg, DE 
Plattenspektrophotometer: GENios TECAN, Männedorf, CH 
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Präzisionswaage Sartorius, Aubagne Cedex, FR 
Real Time PCR Cycler: GeneAmp 5700 
Step One Plus 
Applied Biosystems, Carlsbad, US 
Savant Speed Vac Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Stromversorgungsgeräte: Agarose-
gelelektrophorese 
Consort E835 (WB) 
Bio-Rad Laboratories, München, DE 
 
Sigma Aldrich, St. Louis, US 
Thermomixer Eppendorf, Hamburg, DE 
Vortexer Scientific Industries, Bohemia, US 
Wasserbad P-D Industriegesellschaft GmbH, 
Prüfgerätewerk Dresden, DE 
WB-Dokumentation: LAS 3000 Fujifilm, Düsseldorf, DE  
Werkbank für mikrobiologisches Arbeiten Heraeus, Hanau, DE 
Wippschüttler: BFR25 Grant Instruments, Cambridgeshire, UK 
X-Cell SureLock Mini-Cell, X-Cell II Blot-
modul (WB) 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
 
Zellkultursterilbank Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Zentrifugen: Biofuge Primo R 
MiniSpin Plus 
Plattenzentrifuge 5430 
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Eppendorf, Hamburg, DE 
Eppendorf, Hamburg, DE 
2.1.6 Sonstige Materialien 
Tab. 2.20:  sonstige Materialien 
Acrylamidgel (NuPAGE Novex 4-12% Bis-
Tris Gel 1.0 mm, 12 well) 
Life Technologies, Darmstadt, DE 
Blutabnahmesystem: Vacutainer BD Biosciences, Bedford, US 
Combitips (5 ml, 1 ml, 0,5 ml) Eppendorf, Hamburg, DE 
Cup Filcons, 20 µm BD Biosciences, Bedford, US 
Deckgläschen, Ø = 10 mm Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen, DE 
FACS-Röhrchen, steril  BD Biosciences, Bedford, US 
Filterpapier Whatman, Maidstone, UK 
Filterspitzen (1000 µl, 10-100 µl, 0,5-10µl) Sarstaedt, Nümbrecht, DE 
Handschuhe: Sterling nitrile, purple nitrile Kimberly Clark, Dallas, US 
Kanülen, steril (20 G) B. Braun Melsungen, Melsungen, DE 
Kryoröhrchen Nunc, Langenselbold, DE 
LB-Amp-Nährbodenplatten  Medienküche, BioTec, Dresden, DE 
LB-Kana-Nährbodenplatten Medienküche, BioTec, Dresden, DE 
Mikrozid-Flächendesinfektion Schülke & Mayr, Norderstedt, DE 
Nitrozellulosemembran (Amersham 
Hybond ECL) 
GE Healthcare, Glattbrugg, CH 
Objektträger Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, US 
PCR-96-Wellplatten für Sequenzierung Corning, New York, US 
PCR-96-Wellplatten für RT-PCR/8er- Applied Biosystems, Carlsbad, US 
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Reaktionsgefäßstreifen + 8er-Deckelstreifen 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 ml/0,5 ml) Sarstaedt, Nümbrecht, DE 
Reaktionsgefäße (1,5 ml/2 ml) Sarstaedt, Nümbrecht, DE 
Skalpell, steril, Einmalgebrauch HMD Healthcare, Horsham, UK 
Spritzen, steril, Einmalgebrauch (1 ml/2 
ml/5 ml/20 ml) 
BD Biosciences, Bedford, US 
Spritzenfiltervorsätze (0,2 µm/0,45 µm) Sartorius, Aubagne Cedex, FR 
Stabpipetten (1 ml/5 ml/10 ml/25 ml/50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 
TMAs Prof. Dr. Arndt Hartmann, Institut für 
Pathologie, FAU Erlangen-Nürnberg, DE 
Zellkultureinsätze, 8 µm, 24-Wellformat 
mit Platte 
BD Biosciences, Bedford, US 
Corning, New York, US 
Zellkulturflaschen (T75 und T25) Nunc, Langenselbold, DE 
Zellkulturplatten:6 Well/24 Well/96 Well 
24-Well Companion (für Zellkultureinsätze) 
96-Well, weiß 
Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 
BD Biosciences , Bedford, US 
Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 
Zellkulturschalen (Ø = 10 cm) Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 
Zentrifugenröhrchen (15 ml/50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 
2.1.7 Software 
Tab. 2.21:  Software 
BiQ Analyzer Max-Planck-Institut für Informatik, Universität des  
Saarlandes, DE, freeware (Bock et al., 2005) 
CellQuest Pro BD Biosciences, Bedford, US 
Exakter Test auf 
Unabhängigkeit nach 
Fisher 
Fisher's Exact Test  
http://www.langsrud.com/stat/Fishertest.htm 
ImageJ http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html (Schneider et al., 2012) 
Image Reader Fujifilm, Düsseldorf, DE 
LSM Image Browser Carl Zeiss Microimaging, Göttingen, DE 
Magellan Tecan, Männedorf, CH 
MethPrimer Freeware (Li und Dahiya, 2002) 
NanoDrop-Gerätesoftware Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Office 2010 Microsoft, Unterschleißheim, DE 
Primer3 Whitehead Institute for Biomedical Research, Steve Rozen, 
Helen Skaletsky, Cambridge, US, freeware, 
http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm  
RT-PCR-Gerätesoftware Applied Biosystems, Carlsbad, US 
SPSS IBM, Armonk, US 
Staden Package MRC Cambridge, Cambridge, UK, freeware (Bonfield and 
Whitwham, 2010) 
Vector NTI Life Technologies, Darmstadt, DE 
WinMDI J. Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, US, freeware, 
http://facs.scripps.edu 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Bakterienkultur 
2.2.1.1 Kultivierung von E. coli 
Die Kultivierung der Bakterienkultur Escherichia coli (E. coli) erfolgte in LB-Medium 
oder auf LB-Platten und zur Selektion in Anwesenheit von 50 µg/ml des entsprechenden 
Antibiotikums. Bei 37 °C erfolgte die Inkubation, bei Flüssigkulturen unter konstantem 
Schütteln bei ca. 160 rpm. Zur Kryokonservierung von bestimmten Bakterienklonen 
wurden Glycerolstocks hergestellt. Dabei wurden 150 µl Glycerol (50 %) mit 850 µl der 
ü.N.-Bakterienkultur vermischt und bei -80 °C gelagert. 
2.2.1.2 Transformation von E. coli 
Zur Vermehrung von in Plasmiden ligierten PCR-Produkten und Vektorkonstrukten wurde 
der chemisch kompetente E. coli-Stamm TOP10 verwendet. Die auf Eis aufgetauten 
Bakterien wurden mit eisgekühlten Reaktionsgefäßen und Pipettenspitzen behandelt. Für 
die SFRP1-CpG-Inselfragmentetransformation wurden pro Fragment ca. 16 µl der TOP10-
Bakterienlösung mit 2 µl entsprechendem Ligationsansatz angeimpft und für 30 min auf 
Eis inkubiert. Für eine Standardtransformation wurde dagegen ein ganzes Röhrchen der 
Bakteriensuspension (d.h. 50 µl) verwendet. Es folgten ein kurzer Hitzeschock bei 42 °C 
für 30 s im Wasserbad sowie eine weitere Inkubation auf Eis für 2 min. Danach wurden die 
Bakterien in 250 µl SOC-Medium (auf 37 °C vorgewärmt) aufgenommen und für eine 
Stunde im Thermomixer bei 37 °C und 1400 rpm inkubieren gelassen. Zur Selektion auf 
positiv transformierte Bakterien wurden antibiotikahaltige Kulturplatten (entsprechend der 
Resistenz auf dem Plasmid) mit X-Gal-Lösung (verdünnt in sterilem LB-Medium 
(0,8 mg/Platte)) bestrichen und unter der Sterilbank getrocknet. Anschließend erfolgte das 
Ausstreichen von jeweils 50-100 µl der Bakterienlösung auf eine Platte sowie deren 
Inkubation bei 37 °C für 16 h im Brutschrank. 
2.2.2 DNA- und RNA-Techniken 
2.2.2.1 Plasmidpräparation aus E. coli 
Plasmide sind ringförmige kleinere, 2,5-5 Kilobasenpaare (kb) lange DNA-Moleküle, die 
neben dem Bakterienchromosom zum Genom der Bakterien gehören. Sie besitzen einen 
eigenen Replikationsursprung und können sich daher unabhängig vom Bakterienchromo-
som vermehren. Sie erlauben die Weitergabe von nützlichen Genen von Bakterium zu 
Bakterium (z.B. Resistenzgene) über horizontalen Gentransfer. Diese Gene oder DNA-
Fragmente können beliebiger Herkunft und bis zu 5 kb groß sein. Mittels Restriktionsenzy-
2.2 Methoden 34 
men und Ligasen können sie in bestimmte Stellen des Plasmids mit vielen Restriktions-
schnittstellen (MCS) eingefügt werden. So genetisch veränderte Plasmide (oder auch 
Vektoren) eignen sich als Vehikel zur Einschleusung von fremder DNA in eine Vielzahl 
von Zellen (Mülhardt, 2009).  
Plasmidpräparation: 
Die Präparation von in E. coli-Bakterien vermehrten Plasmiden erfolgte mit dem 
NucleoSpin Plasmid-Kit nach dem Protokoll für High Copy-Plasmide. Die Grundlage 
hierfür waren ü.N.-Kulturen (5 ml) unter Antibiotikaselektion aus E. coli-Einzelkolonien. 
Die Röhrchen wurden für 30 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen der 
Überstände erfolgte ein gründliches Resuspendieren des Zellpelletts sowie die 
Überführung der Bakterien in 1,5 ml Reaktionsgefäße. Durch die Anwesenheit von SDS 
und Natriumhydroxid im zweiten Puffer konnten die Zellwände der Bakterien durch 
alkalische Lyse aufgeknackt werden und Membranen sowie Proteine lysiert werden. Der 
dritte Puffer ermöglichte eine Neutralisierung des pH-Wertes des Lysats sowie die 
Denaturierung der Proteine. Hierbei blieb das Bakterienchromosom an der ausgefällten 
Zellmembran hängen, die Plasmide dagegen befanden sich frei in Lösung. Durch die 
folgende Zentrifugation bei 11000 x g für 10 min konnte der ÜS mit den gelösten 
Plasmiden vom Rest getrennt werden und auf Siliziummatrixsäulen aufgetragen werden. 
Dort erfolgte die Bindung der Plasmid-DNA durch Zentrifugation an der Säulenmembran. 
Nach den Waschschritten und dem Trocknen der Membran wurden die so aufgereinigten 
Plasmide in jeweils 50 µl DEPC-H2O eluiert. 
EndoFree Plasmidpräparation: 
Das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) ist Bestandteil der Bakterienzellwand 
und ist bei herkömmlichen Plasmidaufreinigungsmethoden meist in gewissen Spuren im 
Eluat vorhanden. Es konnte nachgewiesen werden, dass LPS die Transfektionseffizienz 
reduzieren kann (www.qiagen.com: EndoFree Plasmid Maxi-Kit, product details, 
background). Durch Inkubation mit einem speziellen Puffer wird das enthaltene Endotoxin 
aus der präparierten Plasmid-DNA entfernt. Aufgrund der Größe der Aufreinigungssäule 
ist eine Zentrifugation bei dieser Methode nicht möglich, sondern muss durch passives, der 
Schwerkraft folgendes Durchlaufen der Lösung ersetzt werden. Es wurde hierfür das 
EndoFree Plasmid Maxi Kit, nach den Herstellerangaben verwendet. Die Elution erfolgte 
im Gegensatz zur Minipräparation durch einen Puffer mit hohem Salzgehalt, gefolgt von 
einer Aufkonzentrierung und Entsalzung durch eine Isopropanolfällung mit einer 
Zentrifugation bei 4 °C, 4000 rpm und für 1 h. Es schloss sich ein weiterer Waschschritt 
des DNA-Pelletts mit 70 % Ethanol an. Zum Schluss wurde das Pellett unter der Sterilbank 
luftgetrocknet und in 1 ml Aqua dest. gelöst und aliquotiert. 
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2.2.2.2 DNA-Präparation 
DNA-Präparation aus kultivierten Zellen und Gewebe: 
Das Ausgangsmaterial für den in Abb. 2.1 dargestellten Methodenkomplex der Methy-
lierungsanalyse war präparierte DNA aus Zellen bzw. Gewebe. Die Präparation der DNA 
aus kultivierten Zellen erfolgte mit dem „QIAamp DNA Blood Mini Kit“ laut 
Herstellerangaben. Hierfür wurden die trypsinierten Zellen herunterzentrifugiert und als 
Pellett in PBS resuspendiert. Durch Hinzufügen von Proteinase K-Lösung und Lysepuffer 
konnten die Zellen bzw. klein geschnittenes Gewebe (Skalpell) durch kräftiges Mischen 
(vortexen) lysiert werden. Hierbei denaturierten alle zellulären Proteine. Ein 
anschließender Verdau bei 56 °C für 10 min ermöglichte zusätzlich die Freisetzung der 
DNA von DNA-bindenden Proteinen durch die Proteinase K. Für die Isolierung von DNA 
aus Blut wurde EDTA-Blut direkt zur Proteinase K pipettiert. Die lysierten Proben wurden 
mit absolutem Ethanol versetzt. Nach Beladung der Präparationssäulen mit der Probe fand 
eine Bindung der DNA über Ionenaustausch an eine Siliziummembran statt. Durch die 
Behandlung dieser mit Waschpuffern wurden alle übrigen Kontaminationen aus der Probe 
entfernt. Nach Zugabe von DEPC-H2O, Inkubation für 5 min bei RT und Zentrifugation 
der Probe mit einem neuen, sterilen Reaktionsgefäß erfolgte die Elution der präparierten 
DNA.  
 
Abb. 2.1:  Fließschema der methodischen Vorgehensweise für die Methylierungsanalyse. 
DNA-Präparation aus FFPE-Gewebe: 
Zur Überprüfung des Methylierungszustandes von Patientengewebe wurde formalinfixier-
tes und in Paraffin eingebettetes Gewebe aus unter 2.2.3.1 beschriebenen Tissue-
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Microarrays unter der Verwendung des QIAamp FFPE Tissue-Kit genutzt. Für die 
Präparation dieser DNA konnte das Gewebe durch Abkratzen der einzelnen Stanzspots aus 
der Paraffineinbettung auf dem Objektträger mithilfe eines sterilen Skalpells und einer 
sterilen Kanüle gewonnen werden. Dieses Gewebe wurde in Lysepuffer gegeben und mit 
Proteinase K versetzt. Es folgte der Verdau bei 56 °C für 90 min sowie bei 90 °C für 1h. 
Bei Letzterem wurden die durch Formaldehyd verursachten Modifikationen an der DNA 
teilweise umgekehrt. Nach Abkühlen der Probe auf RT wurde RNase A (50 mg/ml) 
zugegeben für 2 min bei RT inkubiert und ein weiterer Lysepuffer sowie absoluter Ethanol 
zur DNA-Fällung zur Probe gegeben. Die Aufreinigung der DNA erfolgte über Säulen, die 
zur Bindung kleiner DNA-Mengen optimiert wurden. Waschschritte schlossen sich an und 
mit 20 µl DEPC-H2O wurde nach 5 min Inkubation bei RT die DNA eluiert. 
2.2.2.3 RNA-Präparation  
mRNA-Präparation: 
Zur Präparation der RNA aus Zellen oder Blut wurde das NucleoSpin RNA II-Kit nach 
Herstellerangaben verwendet. Auch hier fand die Extraktion der RNA über die Bindung an 
Siliziummatrixsäulen statt. Vorbereitend dafür wurden die kultivierten Zellen in ihrem 
jeweiligen Zellkulturgefäß bzw. pellettierte Blutzellen im Reaktionsgefäß nach sorgfältiger 
Abnahme des Überstandes für ca. 5 min in der entsprechenden Menge RA1-Puffer (ohne 
β-Mercaptoethanol) inkubiert. Dieser Puffer enthielt Guanidiniumthiocyanat, welches die 
Zellen lysierte und somit DNA und Proteine aufschloss und gleichzeitig die Inaktivierung 
von RNasen ermöglichte. Bei starker Viskosität des Lysats wurde es durch eine sterile 20-
Gauge-Kanüle mehrmals aufgezogen und in sterile RNAse-freie Reaktionsgefäße 
überführt, gevortext und bei -80 °C gelagert oder weiterverarbeitet. Zur weiteren Verringe-
rung der Viskosität wurde das Lysat auf eine Filtersäule geladen, welche aufgrund von 
Zentrifugation und Scherkräften zur Zerteilung der langen fädigen DNA-Stränge und somit 
zu einer besseren Zugänglichkeit der kleinen RNA-Moleküle führte. Das so homogenisier-
te Lysat wurde daraufhin mit der gleichen Menge an 70 % Ethanol wie RA1-Puffer 
gemischt und auf Aufreinigungssäulen geladen. Es folgten die Bindung der RNA an dieser 
Säule sowie ein Entsalzungsschritt. Danach wurde die ebenfalls an der Säule haftende 
DNA durch eine 15-minütige Inkubation mit rDNase-Lösung eliminiert. Anschließend 
folgten drei Waschschritte. Mit 60 µl RNase-freiem Wasser wurde die so präparierte RNA 
in RNase freie Reaktionsgefäße eluiert.  
MikroRNA-Präparation: 
Für die Präparation totaler RNA einschließlich der MikroRNA (miRNA) wurde das 
miRNeasy Mini Kit nach den Angaben des Herstellers verwendet. Konfluent gewachsene 
Zellen in einer T25-Flasche oder den Wells einer 6-Wellplatte wurden durch Zugabe von 
700 μl QIAzol Lysepuffer aufgelöst und in 2 ml Reaktionsgefäße überführt. Darin 
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enthaltenes Phenol und Guanidiniumthiocyanat ermöglichen die Lyse der Zellen sowie die 
Inhibierung von RNasen. Anschließend wurde Chloroform dazugegeben und kräftig 
gevortext, um die Proteine zu denaturieren. Während einer 15-minütigen Zentrifugation bei 
4 °C und 12000 x g kam es zu einer Phasentrennung des Homogenats. Die RNA sammelte 
sich in der wässrigen oberen Phase, während DNA in der Interphase und Proteine in der 
organischen unteren Phase zu finden waren. Nach der Abnahme der oberen wässrigen 
Phase und Überführung dieser in ein neues Reaktionsgefäß wurde die Lösung mit dem 1,5-
fachen Volumen an absolutem Ethanol versetzt. Mit dieser Mischung wurden anschließend 
die Aufreinigungssäulen beladen. Das RNA-Gemisch blieb aufgrund seiner relativen 
Ionenladung am Siliziumgel der Säulenmembran hängen und konnte so mithilfe von 
entsprechenden Waschpuffern von verunreinigendem Phenol gereinigt werden. Das RNA-
Gemisch wurde anschließend mit 50 µl RNase-freiem H2O in ein neues Reaktionsgefäß 
eluiert. 
2.2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren und Lagerung 
Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde spektrophotometrisch mit dem 
NanoDrop 1000 bei den Wellenlänge 260nm und 280nm gemessen. Die Qualität der DNA 
wurde anhand des R260/280-Quotienten (optimal: 1,8) überprüft. Die Lagerung der DNA 
erfolgt bei -30 °C und der Plasmid-DNA bei -20 °C. Während der Versuchsdurchführung 
wurde DNA sicherheitshalber auch auf Eis aufbewahrt. Für eine optimale RNA-Qualität 
sollte der R260/280-Quotient bei 2 liegen. RNA wurde grundsätzlich während der Versuche 
auf Eis gelagert und für Langzeitlagerung bei -80 °C aufbewahrt. 
2.2.2.5 Klonierung von DNA-Fragmenten 
Ligation:  
Für die Klonierung der Fragmente wurde das TA-Cloning-Kit oder das Zero Blunt PCR 
Cloning Kit verwendet. Bei dem TA-Cloning-Kit konnten die durch die Thermus aquaticus 
(Taq)-Polymerase angefügten Einzeldeoxyadenosinanhänge an den 3’-Enden der PCR-
Produkte komplementär zu den einzelnen 3’-Deoxythymidinresten im linearen pCR2.1-
Vektor ligiert werden. Beim Zero Blunt PCR Cloning Kit erfolgte die Insertion des 
Fragmentes über glatte Enden am linearen Vektor pCRBlunt und am Fragment (durch die 
PfuUltra-Polymerase). Die eingesetzte Menge an PCR-Produkt für die Ligation in 
entsprechende Plasmide erfolgte nach folgender Formel: 
                      
(                )  (         )
(         )
 (2.1) 
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Tab. 2.22:  Ligationsansatz 
PCR-Produkt x ng x µl 
Ligationspuffer 10 x 1 µl 
Vektor 25 ng/µl 1 µl 
DEPC-H2O  auf 9 µl 
T4 DNA-Ligase 4 Weiss-Units 1 µl 
Gesamtvolumen  10 µl 
 
Die Ligationsansätze wurden gut gemischt und für 4 h bei 14-16°C im PCR-Cycler 
inkubiert. Die Lagerung erfolgte für kurze Zeit (ü.N.) bei 4 °C und sonst bei -20 °C.  
Restriktionsverdau: 
Bei einem Restriktionsverdau werden DNA-Stränge von Restriktionsendonukleasen 
enzymatisch an für das jeweilige Enzym spezifischen Schnittstellen gespalten. Die 
Reaktion findet in Anwesenheit des für die Funktion des Enzyms optimalen Puffers, bei 
37 °C und für 1 h statt. Viele Vektoren besitzen kurz vor und kurz hinter ihrer 
Insertionsstelle eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle. Dadurch kann nach Gelelektrophorese 
des mit EcoRI-verdauten Vektors schnell getestet werden, ob das Fragment die richtige 
Größe besitzt. 
Tab. 2.23:  Restriktionsverdauansatz 
Plasmid ca. 2 µg 5 µl 
Ligationspuffer 10 x 1 µl 
DEPC-H2O  3 µl 
EcoRI 10 U/µl 1 µl 
Gesamtvolumen  10 µl 
2.2.2.6 Bisulfitmodifikation 
Dieses Verfahren dient dem Auffinden von methylierten Cytosinresten (5-Methylcytosin) 
im Promotorbereich einer bestimmten DNA. Bei der Bisulfitmodifikation von DNA wurde 
das EZ DNA Methylation-Gold Kit nach Herstellerangaben verwendet. Hierfür wurden 
zwischen 100 und 500 ng der zu modifizierenden DNA über Nacht mit einer 
Konversionsreagenz in einem PCR-Cycler unter folgenden Bedingungen inkubiert: 
Tab. 2.24:  Bisulfitmodifikationsbedingungen 
Schritt 1: 98 °C 10 min 
Schritt 2: 53 °C 30 min 
Schritt 3: 53 °C 6 min 
Schritt 4: 37 °C 30 min 
Schritt 5: 4 °C ∞ 
 
8 x Wdh. 
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Während dieser Reaktion kam es zur Denaturierung der DNA durch die hohe Temperatur 
sowie zu einer Sulfonation und hydrolytischen Deaminierung der unmethylierten 
Cytosinreste in der DNA durch die Behandlung mit Natriumbisulfit. Während der sich 
anschließenden Aufreinigung über Siliziummatrixsäulen wurde die DNA für 15 Minuten 
bei RT mit einem Desulfonierungspuffer behandelt. Dabei erfolgte die letztendliche 
Umwandlung von Uracilsulfonat zu Uracil unter alkalischen Bedingungen an den 
Positionen, wo vorher unmethylierte Cytosine lagen. Methylierte Cytosine sollten dabei 
allerdings in ihrer Struktur unverändert bleiben (siehe Abb. 1.4 und Abb. 2.1). Die Elution 
der so modifizierten DNA erfolgte durch Zentrifugation mit Elutionspuffer in sterile 
Reaktionsgefäße. 
2.2.2.7 Gelelektrophorese und Gelbandenaufreinigung 
Gelelektrophorese: 
Abhängig von der Basenpaargröße des erwarteten PCR-Produktes oder der Zielsequenz 
eines DNA-Verdaus wurde ein 0,5-2 %-iges Agarosegel hergestellt. Dafür wurden TAE-
Puffer (1x) mit der entsprechenden Menge an Agarosepulver vermischt und in der 
Mikrowelle bis zum vollständigen Lösen der Agarose erhitzt. Nach kurzer Abkühlung 
wurden 50 ml davon, vermischt mit 2,5 µl Ethidiumbromid (oder GelRed) für die DNA-
Färbung, zum Gießen eines kleinen Gels in den vorbereiteten Gelschlitten verwendet. 
Nach Erstarren wurde das Gel in die mit 1 x TAE-Puffer befüllte Gelkammer gelegt. Für 
die Analyse der PCR-Ergebnisse wurden die kompletten PCR- (oder Verdau-) Ansätze mit 
10 x Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Agarosegels pipettiert. Für qualitative 
Aussagen wurde ein 100- oder 1000 bp-Standard mitgeführt. Anschließend erfolgte die 
elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte bei einer Spannung von 120 V für ca. 
20-35 min. Dabei bewegten sich die negativ geladenen DNA-Moleküle in Richtung der 
positiven Ladung des elektrischen Feldes durch das Gel. Sie trennten sich, bedingt durch 
unterschiedliche Geschwindigkeiten abhängig von der jeweiligen Moleküllänge bzw. ihrer 
räumlichen Struktur und der Porengröße (Konzentration) im Gel, der Größe nach in Form 
eines Bandenmusters auf. Zur Auswertung der Gelelektrophorese wurde das Gel im 
AlphaImager mittels UV-Licht bestrahlt und fotografiert. 
Gelbandenaufreinigung: 
Die aus dem Agarosegel ausgeschnittenen PCR-Produkte wurden zunächst aus dem Gel 
mittels des NucleoSpin Extract II-Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Dabei wurden 
die Gelblöcke mit der entsprechenden Menge an Puffer für 5-10 min bei 50 °C 
eingeschmolzen und anschließend durch Zentrifugation auf eine Aufreinigungssäule 
geladen. Nach dem Waschen und Trocknen der Siliziummembran erfolgte die Elution der 
PCR-Produkte mit 20 µl DEPC-H2O. 
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2.2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Bei einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird die DNA eines bestimmten Erbinfor-
mationsabschnittes in vitro vervielfältigt. Dabei wird das Enzym DNA-Polymerase 
verwendet. Im Rahmen einer PCR werden folgende zyklisch wiederkehrende Schritte 
durchgeführt, nachdem mit den ersten 95 °C vor allem die Polymerase hitzeaktiviert 
wurde:   
1. Denaturierung - doppelsträngige DNA wird durch Erhitzen auf 95 °C 
einzelsträngig  
2. Primerhybridisierung - bei 55-65 °C lagern sich Primer spezifisch an ihre 
Bindestellen auf der Einzelstrang-DNA  
3. Elongation - die DNA-Polymerase füllt bei 68-72 °C am 3’-Ende der Primer 
ansetzend die fehlenden Doppelstränge mit freien Nukleotiden komplementär zur 
Ausgangs-DNA auf.  
Durch eine zyklusweise Verdopplung nimmt die Menge an PCR-Produkt exponentiell zu 
und wird nach 20-50 Zyklen mit einem letzten 72 °C-Schritt durch Abkühlen auf 4 °C 
beendet (Saiki et al., 1988). 
Methylierungsspezifische PCR (MS-PCR) 
Die MS-PCR ermöglicht eine schnelle Übersicht darüber, ob ein Abschnitt eines 
bestimmten Gens methyliert ist. Die Primer für diese Methode decken einen Bereich mit  
3-6 Cytosin-Phosphat-Guanin-Dinukleotiden (CpGs) auf natriumbisulfitmodifizierter (Bm) 
DNA ab. Sind sie spezifisch für methylierte DNA, binden sie also CpGs. Denn methylierte 
Cytosine bleiben von der Bisulfitkonversion unbeeinflusst. Spezifische Primer für 
unmethylierte DNA binden dagegen Thymin-Phosphat-Guanin-Dinukleotide (TpGs), da 
unmethylierte Cytosine durch Bisulfitmodifikation in Uracil umgewandelt werden. Im 
Laufe der PCR wird jedoch Uracil durch Thymin ausgetauscht. Durch Erscheinen oder 
Fehlen eines PCR-Produktes kann man so methylierte bzw. unmethylierte Sequenzen nach 
Bisulfitmodifikation der DNA detektieren (Herman et al., 1996).  
Tab. 2.25:  MS-PCR-Ansatz und MS-PCR-Cyclerprogramm 
SFRP1_m_f1/u_f1, 
SFRP1_m_r1/u_r1 
2 pmol/µl Je 2,5 µl  
Schritt 1: 
 
95 °C 
 
5 min 
PCR-Puffer II 10 x 2,5 µl Schritt 2: 95 °C 30 s 
MgCl2-Lösung  25 mM 5 µl Schritt 3: 61 °C 45 s 
dNTPs  10 nM 1 µl Schritt 4: 72 °C 1 min 
DEPC-H2O  auf 24 µl Schritt 5: 72 °C 10 min 
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase 5 U/µl  1 µl Schritt 6: 4 °C ∞ 
Gesamtvolumen  25 µl Schritte 2-4: 29 x Wdh. 
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SFRP1-CpG-Inselfragmente-PCR 
Das Ziel der Methylierungsanalyse ist die Sequenzierung der CpG-reichen Promotorregion 
(CpG-Insel) von SFRP1 und damit die komplette Übersicht über alle Methylierungsstellen. 
Um die vollständige CpG-Insel im SFRP1-Promotor auf ihre methylierten CpGs hin 
untersuchen zu können, wurden mithilfe der Programme „Primer3“ und „MethPrimer“ 
Primer designt, welche den Bereich in sieben einzelne, sich überlappende Fragmente 
unterteilen. Die Grundlage hierfür war eine Bm Sequenz, die etwas länger war als die der 
1288 bp langen CpG-Insel im Bereich der Promotorregion und des ersten Exons von 
SFRP1 (siehe Abb. 3.5, Tab. 2.10). Mit jeweils 6 ng Bm DNA von diversen humanen 
Zelllinien pro Ansatz wurden daraufhin PCRs mit allen sieben Primerpaaren unter 
folgenden Bedingungen durchgeführt: 
Tab. 2.26:  SFRP1-CpG-Inselfragmente-PCR-Ansatz 
Bm DNA 6 ng x µl 
Forward/Reverse-Primer 3 pmol/µl 2,5 µl 
PCR-Puffer II 10 x 2,5 µl 
MgCl2-Lösung 25 mM 4 µl (Fragment 1) 
 25 mM 3 µl (Fragment 2 und 4) 
 25 mM 5 µl (Fragment 3) 
 25 mM 2 µl (Fragment 5 und 6) 
 25 mM 3,5 µl (Fragment 7) 
dNTPs 10 nM 0,5 µl 
DEPC-H2O  auf 24,5 µl 
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase 5 U/µl        0,5 µl 
Gesamtvolumen  25 µl 
   
Tab. 2.27:  SFRP1-CpG-Inselfragmente-PCR-Cyclerprogramm (Fragmente 1-2 und 4-7) 
Schritt 1: 95 °C 5 min 
Schritt 2: 95 °C 30 s 
Schritt 3: 55 °C 45 s 
Schritt 4: 72 °C 1 min 
Schritt 5: 72 °C 10 min 
Schritt 6: 4 °C ∞ 
 
Bei der PCR für Fragment 3 fanden, im Unterschied zu den anderen Fragmenten, die 
Primeranlagerung bei 65 °C  (Schritt 3) und die Verlängerung des Tochterstranges für nur 
30 s (Schritt 4) statt. Nach der Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte (siehe 2.2.2.7) 
wurden die gewünschten Banden in Form von kleinen Agarosegelblöcken mit einem 
sterilen Skalpell ausgeschnitten, in sterile Eppendorfgefäße gefüllt und entweder bei -20 °C 
eingefroren oder weiterverarbeitet. 
39 x Wdh. 
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Kolonie-PCR: 
Diese PCR-Variante dient dem Screening auf das Vorhandensein eines gewünschten 
Fragmentes in Plasmiden aus einer Vielzahl von E. coli-Klonen. Hierfür wurden von 
bewachsenen LB-Platten 6-12 der gewünschten Kolonien ausgewählt, mit sterilen 
Pipettenspitzen „gepickt“ und in PCR-Tubes mit vorgelegtem Mastermix (auf Eis) gestellt. 
Nach einigen kreisförmigen Schüttelbewegungen wurden die Spitzen wieder entfernt und 
die PCR gestartet.  
Tab. 2.28:  Kolonie-PCR-Ansatz und PCR-Cyclerprogramm 
M13-Forward/Reverse-Primer 2 pmol/µl je 1,3 µl Schritt 1: 95 °C 5 min 
PCR-Puffer II 10 x 1,3 µl Schritt 2: 95 °C 30 s 
MgCl2-Lösung 25 mM 2,1 µl Schritt 3: 55 °C 15 s 
dNTPs 10 nM 0,25 µl Schritt 4: 72 °C 30 s 
DEPC-H2O  auf 12,25 µl Schritt 5: 72 °C 10 min 
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase 5 U/µl  0,25 µl Schritt 6: 4 °C ∞ 
Gesamtvolumen  13 µl  
Klonierungs-PCR: 
Bei dieser PCR-Variante werden mithilfe der Primer Restriktionsschnittstellen und Kozak-
Sequenzen an das amplifizierte DNA-Fragment angebracht. Diese gewähren später die 
optimale Ligation in den Zielvektor bzw. die Expression des Zielgens. Die so modifizierten 
Fragmente wurden vorher in den Vektor pCRBlunt zwischenkloniert, um die Funktion der 
Restriktionsenzyme zu gewährleisten. Dafür mussten bei der PCR glatte („blunt“) Enden 
am PCR-Produkt entstehen. Es wurde daher eine DNA-Polymerase verwendet, die statt der 
5’-Überhänge überhangslose, also glatte Enden, erzeugte. Zudem besitzt diese Polymerase 
(PfuUltra) eine 18 x geringere Fehlerrate als die Taq-Polymerase.  
Tab. 2.29:  Klonierungs-PCR-Ansatz und PCR-Cyclerprogramm 
Template: pBI-L-SFRP1 10 pg/µl 1 µl Schritt 1: 95 °C 5 min 
SFRP1_SalI_F2/_BamHI_R1 3 pmol/µl je 5 µl Schritt 2: 95 °C 30 s 
PfuUltra Reaktionspuffer 10 x 5 µl Schritt 3: 60 °C 30 s 
dNTPs 10 nM 1 µl Schritt 4: 72 °C 3 min 
DEPC-H2O  auf 49 µl Schritt 5: 72 °C 10 min 
PfuUltra DNA-Polymerase 2,5 U/µl 1 µl Schritt 6: 4 °C ∞ 
Gesamtvolumen  50 µl  
Sequenzierung der SFRP1-Promotorfragmente:  
Nur 7 µl des Kolonie-PCR-Produktes wurden auf das Agarosegel aufgetragen  (siehe 
2.2.2.7). 7-8 positive Klone wurden je Fragment für die Sequenzierung ausgewählt. Dafür 
wurde der jeweilige Rest des PCR-Ansatzes mit 250 µl DEPC-H2O aufgefüllt und 
gemischt. 5 µl der so verdünnten Probe wurden jeweils in ein Well einer 96-Wellplatte 
29 x  
Wdh. 
39 x  
Wdh. 
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pipettiert. Im unter der Leitung von Silke Winkler stehenden Labor der Tilling Facility 
(Max Planck Institut für molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden) erfolgte die 
Sequenzierung der Proben mit M13 Promotor-Primern. Die Auswertung erfolgte durch den 
Vergleich der Sequenzen aus 6 Klonen pro Fragment mit der Sequenz für die 
entsprechende Region auf unmodifizierter DNA. Durchgeführt wurde diese Analyse mit 
den Programmen BiQ Analyzer und Excel.  
2.2.2.9 Quantitative Reverse Transkriptase PCR (qRT-PCR) 
cDNA-Synthese aus mRNA: 
Die durch das Enzym Reverse Transkriptase hergestellte, zur RNA komplementäre DNA 
ist die cDNA und stellt die Grundlage für eine Quantifizierung der Genexpression mittels 
quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR (qRT-PCR) dar. Für die Erststrangsynthese der 
cDNA wurde pro Synthese von allen miteinander zu vergleichenden Proben dieselbe 
Menge (zwischen 250 ng und 3 µg) an RNA verwendet. Diese RNA wurde in PCR-Tubes 
zusammen mit 1 µl Random Primer (100 ng/µl) auf 11 µl Gesamtvolumen mit DEPC-H2O 
aufgefüllt, gevortext und zuerst bei 70 °C und dann bei 25 °C für jeweils 10 min für die 
Primeranlagerung inkubiert. Anschließend wurden die Proben sofort und für mindestens 
eine Minute auf Eis gelagert. Der in der Zwischenzeit hergestellte Mastermix für die 
Erststrangsynthese setzte sich für jede Probe wie folgt zusammen: 
Tab. 2.30:  Mastermix für die cDNA-Erststrangsynthese 
First strand buffer 5x 4 µl 
DTT 0,1 M 2 µl 
dNTPs 10 mM 1 µl 
anti-RNase 22 U/µl 1 µl 
Gesamtvolumen  8 µl 
 
Davon wurden 8 µl je Probe zugegeben. Es schloss sich eine kurze Inkubation von 2 min 
bei 37 °C zur Temperierung des Ansatzes für das Enzym an, woraufhin jeweils noch 1 µl 
der Reversen Transkriptase zu den cDNA-Syntheseansätzen pipettiert wurde. Die 
Inkubation für die Erststrangsynthese erfolgte für eine Stunde bei 37 °C. Hierbei lagerte 
die Reverse Transkriptase komplementäre Desoxyribonukleotide in 5’-3’-Richtung an die 
einzelsträngige RNA, bis sie auf den nächsten Primer stieß. Ausgangspunkt für die 
Elongation durch das Enzym waren hierbei zufällig an die RNA bindende Hexanukleotide 
mit zufälliger Basensequenz (Random Primer). Die fertige cDNA wurde mit DEPC-H2O 
1:3 verdünnt und bis zur Weiterverwendung auf Eis oder bei -20 °C gelagert. 
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cDNA-Synthese aus miRNA: 
Pro Zelllinie wurden 500 ng des Total-RNA-Eluats in der cDNA-Synthese in folgenden 
Ansätzen (auf Eis) verwendet. Dabei befanden sich Mg
2+
, Oligo-dT-Primer, Random 
Primer und dNTPs bereits im Puffer des miScript Reverse Transkriptions-Kits 
Tab. 2.31:  Mastermix für die cDNA-Synthese aus miRNA  
miScript RT Puffer 5x 4 µl 
miScript Reverse Transkriptase-Mix   1 µl 
RNase-freies H2O  auf 20 µl 
Template-RNA 500 ng x µl 
Gesamtvolumen  20 µl 
 
Die so vorbereiteten cDNA-Ansätze wurden für 60 min bei 37 °C im PCR-Cycler 
inkubiert. Im Gegensatz zu mRNAs sind natürlich vorkommende miRNAs nicht polya-
denyliert. Während der Inkubation wird dies durch eine Poly(A)-Polymerase (im miScript 
Reverse Transkriptase-Mix) nachgeholt, um Bindestellen für die Oligo-dT-Primer zu 
liefern. Die Reverse Transkriptase übersetzte anschließend alle RNA-Moleküle, einschließ-
lich der miRNAs mithilfe des Oligo-dT-Primings, zu einzelsträngiger cDNA. Anschlies-
send erfolgten eine fünfminütige Inkubation der Proben bei 95 °C zur Enzyminaktivierung 
sowie die Lagerung der cDNA auf Eis bis zur weiteren Verwendung oder bei -20 °C. 
qRT-PCR aus mRNA: 
Im Rahmen der qRT-PCR erfolgte die „Zweitstrangsynthese“ (cDNA-Synthese entspricht 
der Erststrangsynthese) der cDNA unter Verdrängung der mRNA und durch zyklische 
Amplifikation für den durch sequenzspezifische Primer festgelegten Bereich. Der hier 
verwendete PCR-Mastermix enthielt bereits neben der AmpliTaq Gold-Polymerase, 
dNTPs, Puffer und MgCl2 auch SYBR Green, einen DNA-Farbstoff. Dieser interkaliert mit 
den doppelsträngigen PCR-Produkten und lässt sich über sein mit zunehmender DNA-
Menge exponentiell steigendes Fluoreszenzsignal nach der Elongation jedes PCR-Zyklus 
im Cycler messen. Für jeden Ansatz wurden Doppelbestimmungen in 0,2 ml PCR-Tubes  
im qRT-PCR-Cycler durchgeführt. Hierfür wurde der Mastermix mit Primern und DEPC-
H2O auf Eis vorgelegt und dann jeweils 1µl verdünnte cDNA in jedes Reaktionsgefäß 
hinzupipettiert. Anschließend wurde die qRT-PCR wie folgt durchgeführt.  
Tab. 2.32:  qRT-PCR-Ansatz und Realtime-PCR-Cyclerprogramm 
Forward- und Reverse-Primer 2 pmol/µl Je 2,5 µl Schritt 1: 50 °C 2 min 
oder QuantiTect Primer-Assay 10 x 2,5 µl Schritt 2: 95 °C 10 min 
SYBRGreen-Mastermix 2 x 12,5 µl Schritt 3: 95 °C 15 s 
DEPC-H2O  auf 24 µl Schritt 4: 60 °C 1 min 
cDNA   1 µl Schritt 5: RT ∞ 
Gesamtvolumen  25 µl  
39 x Wdh. 
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Für die Auswertung wurden zum einen die Ergebnisse der Gelelektrophorese der PCR-
Produkte und zum anderen die Threshold cycle (Ct)-Werte, welche nach der Delta-Delta-
Ct (∆∆Ct)-Methode ausgewertet wurden, herangezogen. Die Beurteilung der Qualität und 
Quantität kann anhand der Banden im Gel nur sehr grob abgeschätzt werden. Nach der 
∆∆Ct-Methode können die relativen mRNA-Mengen der miteinander zu vergleichenden 
Proben genau bestimmt werden. Hierfür wurde mit der Gerätesoftware ein Threshold 
bestimmt, der die logarithmisch aufgetragenen Kurven aus den relativen Fluoreszenz-
einheiten (RFU) der Proben für jeden Zyklus der PCR im linearen ansteigenden Bereich 
schneidet. Er stellt ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau dar, bei dem die Menge an 
neusynthetisierter DNA in allen Proben gleich ist. Die dazugehörige Zyklenzahl gibt die 
Anzahl der PCR-Zyklen an, bei dem die Fluoreszenzkurve den Treshold schneidet und ist 
der Ct-Wert für diese Probe. Nach der Bildung von Mittelwerten für alle Doppelbestim-
mungen wurde die Differenz zwischen den Ct-Werten von Zielgen und Referenzgen 
(ACTB = β-Actin) nach der Formel (2.2) berechnet: 
       (       )    (           ) (2.2) 
Die Berechnung des Expressionsunterschiedes zur entsprechenden Kontrolle erfolgte nach 
den folgenden Formeln 2.3 und 2.4 (Pfaffl, 2004). 
         (          )     (         ) (2.3) 
              (2.4) 
Die so berechnete Ratio stellt die Grundlage dar für die Grafiken zum relativen mRNA-
Expressionsunterschied im Ergebnisteil dieser Arbeit. Wenn nicht anders angegeben, 
wurde jede PCR mindestens dreimal und mit mindestens zwei unabhängigen cDNA-
Synthesen durchgeführt. 
qRT-PCR aus miRNA: 
Für den Nachweis vorhandener miRNAs in den Zelllinien mittels qRT-PCR wurde das 
miScript System von Qiagen verwendet. Dieses System besteht aus drei Komponenten: 
dem (bereits oben erwähnten) miScript Reverse Transkriptions-Kit für die cDNA-Synthese 
und dem miScript SYBR Green PCR Kit in Kombination mit miScript Primer Assays für 
die qRT-PCR. Mögliche Kandidaten-miRNAs wurden über die Datenbank TargetScan 
ermittelt (Abb. 3.28). In Vorbereitung für die qRT-PCR wurden die entsprechenden 
miScript Primer-Assays in DEPC-H2O gelöst und aliquotiert. Die cDNA wurde 1:25 mit 
DEPC-H2O verdünnt, um auf eine Konzentration von 1 ng/µl zu kommen. Die Ansätze für 
die RT-PCR wurden folgendermaßen auf Eis zusammenpipettiert. 
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Tab. 2.33:  qRT-PCR-Ansatz für miRNA-cDNA und Realtime-PCR-Cyclerprogramm 
QuantiTect SYBR Green 
PCR Master Mix 
2x 12,5 µl  
Schritt 1: 
 
95 °C 
 
15 min 
miScript Universal Primer 10 x 2,5 µl Schritt 2: 94 °C 15 s 
miScript Primer Assay 10 x 2,5 µl Schritt 3: 55 °C 30 s 
DEPC-H2O  auf 23 µl Schritt 4: 70 °C 30  s 
cDNA  1 ng/µl 2 µl Schritt 5: RT ∞ 
Gesamtvolumen  25 µl  
 
Während der PCR lagerten sich die Universal Primer an die 3’-Polyadenylierungs-
sequenzen der cDNA und die miRNA-spezifischen Primer aus dem miScript Primer Assay 
an ihre Sequenz 5’-seitig an. Dadurch wurde die Amplifikation von doppelsträngigen PCR-
Produkten, die u. a. die RNA-Sequenzen der gesuchten miRNAs repräsentieren, unter 
Anlagerung von SYBR Green möglich. Die Quantifizierung und Auswertung erfolgte wie 
bei der normalen quantitativen RT-PCR (siehe vorherigen Abschnitt). 
2.2.2.10 Herstellung von Transfektionskonstrukten 
Transfektionskonstrukte für stabile SFRP1-Transfektionen: 
Für die Untersuchung des Einflusses von SFRP1 auf diverse PDAC-Zelllinien wurden 
rekombinante, SFRP1-überexprimierende Zelllinien benötigt. Zur Gewinnung von Zellklo-
nen die SFRP1 stabil im Genom integriert haben, wurden zwei Transfektionsmethoden 
verwendet. Erstens wurden die Zellen mit einem regulierbaren SFRP1-tragenden Vektor 
mittels kationischer Liposomen (Lipofektion) transfiziert und bei der zweiten Methode 
wurde SFRP1 ebenfalls auf einem regulierbaren, aber viralen Vektor mittels retroviralem 
Gentransfer in die Zellen eingeschleust. 
Konstrukt für die Lipofektion 
Ausgangs-DNA (Template) für diese Klonierung sind das bereits im Pankreasforschungs-
labor hergestellte Konstrukt pCDNA4_SFRP1_Myc-His (Carolin Zimmermann), das die 
codierende Sequenz (CDS) für humanes SFRP1 enthält und der regulierbare Zielvektor 
pBI-L, welcher zum Tet-Off-System gehört. Beide Vektoren wurden in Form von 
endotoxinfreien Präparationen für die Klonierung vorbereitet. Jeweils 2 µg der beiden 
Vektoren wurden verdaut. pCDNA4_ SFRP1_Myc-His wurde zunächst mittels des 
Restriktionsenzyms BamHI und pBI-L mit Not I verdaut. BSA wurde zwar erst für das 
zweite Restriktionsenzym ClaI benötigt, wurde aber der Praktikabilität halber schon für 
den ersten Verdau zugefügt. Da beide Schnittstellen bei einer späteren Ligation nicht 
komplementär wären, wurden die verdauten Konstrukte anschließend jeweils einem T4-
DNA-Polymerase-Verdau unterzogen. Dabei wurden aus den 5’-Überhängen der 
geschnittenen Enden sogenannte „glatte Enden“ erzeugt. Danach folgte durch Hinzufügen 
von ClaI zu beiden Vektoren ein weiterer Verdau, sodass die kodierende Sequenz für das 
39 x Wdh. 
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humane SFRP1-Gen aus dem Vektor pCDNA4_ SFRP1_Myc-His „fiel“ und im  
linearisierten Zielvektor pBI-L die gewünschte Stelle in der MCS frei wurde (Tab. 2.34). 
Für die folgende Ligation wurden beide Verdauansätze komplett auf ein 1 % Agarosegel 
geladen und getrennt. Anschließend wurden die Banden für das SFRP1-Fragment 
(zwischen 1000 und 1100 kb große Bande im Gel) und für den geschnittenen pBI-L       
(ca. 6000 bp-Bande im Gel) aus dem Gel geschnitten und aufgereinigt. Für die folgende 
Ligation nach der Formel (2.1) wurden 50 ng des pBI-L (6075 bp groß) mit SFRP1-
Fragment ligiert und in chemisch kompetente Top10 transformiert. Es folgte eine Kolonie-
PCR mit den Primern pBI-L_F1/R1 (3 pmol/µl) von 6 der gewachsenen Kolonien (siehe 
2.2.2.8, Schritt 3: 45 s, Schritt 4: 2 min, Schritte 2-4: 39 x Wdh.). Aus zwei positiven ü.N.-
Klonen wurden die Plasmide präpariert und sequenziert (Primer: pBI-L_F1). Ein Klon mit 
korrekter Sequenz wurde für die Plasmidpräparation angesetzt. Er wurde für die 
Transfektion humaner Pankreastumor- und Stromazelllinien in Kombination mit dem 
Vektor Tet-Off advanced verwendet. 
Tab. 2.34:  Restriktionsverdau von pCDNA4_SFRP1_Myc-His und pBI-L 
 pCDNA4_ SFRP1_Myc-His pBI-L  Inkub. Inaktiv. 
       
1. Schnitt- Plasmid 2 µg Plasmid 2 µg 37 °C 80 °C 
stelle: BamHI 1 µl NotI 1 µl 1 h 20 min 
 10 x Puffer NEB4 2 µl 10 x Puffer NEB3 2 µl   
 100 x BSA 0,2 µl 100 x BSA 0,2 µl   
 DEPC-H2O auf 20 µl DEPC-H2O auf 20 µl   
       
Blunt- Plasmidverdau 20 µl Plasmidverdau 20 µl 12 °C 75 °C 
Enden: T4 DNA-Polym. 0,7 µl T4 DNA-Polym. 0,7 µl 15 min 20 min 
 10 x Puffer NEB4 3 µl 10 x Puffer NEB3 3 µl   
 DEPC-H2O auf 50 µl DEPC-H2O auf 50 µl   
       
2. Schnitt- Plasmidverdau 50 µl Plasmidverdau 50 µl 37 °C 65 °C 
Stelle: ClaI 1 µl ClaI 2 µl 1 h 20 min 
 
Konstrukt für den retroviralen Gentransfer: 
Um das SFRP1-Fragment in die MCS des Vektors pRevTRE_IRES2_EGFP in der 
richtigen Richtung hinein klonieren zu können, mussten Restriktionsschnittstellen angefügt 
werden. Es wurden hierfür SalI für das 5’-Ende und BamHI für das 3’-Ende des SFRP1-
Fragmentes ausgewählt und entsprechende Klonierungsprimer entworfen. Als Template 
für die folgende Klonierungs-PCR (siehe 2.2.2.8) wurden 10 pg des bereits hergestellten 
Konstruktes pBI-L-SFRP1 verwendet. Die PCR-Produkte wurden komplett auf ein 2 % 
Agarosegel geladen und getrennt. Die 900-1000 bp große Bande wurde ausgeschnitten. 
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Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde anschließend nach der Formel (2.1) in den 3,5 kb 
großen pCRBlunt-Vektor ligiert und in chemisch kompetente Top10 transformiert. Diese 
wurden auf einer kanamycinhaltigen LB-Platte ausgestrichen und ü.N. kultiviert. Von 
dieser wurden anschließend 4 Kolonien als ü.N.-Kultur mit kanamycinhaltigem LB-
Medium angesetzt. Aus diesen Ansätzen wurden Plasmide gewonnen und ein 
Kontrollverdau mit EcoRI durchgeführt (siehe 2.2.2.5). Über ein 1% Agarosegel wurden 
positive Klone ausgewählt und die Richtigkeit der Sequenz durch Sequenzierung (Primer: 
M13 universe/reverse, MPI) überprüft. Jeweils 2 µg der beiden Vektoren 
pCRBlunt_SFRP1 (Klon 2.2) und pRevTRE_IRES2_EGFP (Zielvektor) wurden 
anschließend verdaut, um die Ligation des SFRP1-Fragmentes mit den neuen 
Restriktionsschnittstellen vorzubereiten. Beide Plasmidpräparationen wurden zunächst 
mittels BamHI verdaut. Danach wurde die Linearität der Vektoren in einem 1% Testgel  
durch Auftragen von 5 µl des Verdauansatzes überprüft. Anschließend erfolgte eine 
Aufreinigung des Restes der linearisierten Plasmide mit dem NucleoSpin Extract II-Kit 
nach dem PCR clean-up-Protokoll, wobei die Plasmide in jeweils 50 µl DEPC-H2O eluiert 
wurden. Die geschnittenen Vektoren wurden mit SalI verdaut, worauf sich eine 
Behandlung des Zielvektors pRevTRE_IRES2_EGFP mit Antarktischer Phosphatase 
anschloss. Dieser Schritt verhinderte eine Selbstligation des Vektors mit weiteren 
pRevTRE_IRES2_EGFP-Molekülen, indem das Enzym 5’-Phosphatgruppen, die von der 
Ligase benötigt werden, von den Vektorenden entfernte.  
Tab. 2.35:  Restriktionsverdau von pCRBlunt_SFRP1 und pRevTRE_IRES2_EGFP 
 pCRBlunt_SFRP1 pRevTRE_IRES2_EGFP Inkub. Inaktiv. 
       
1. Plasmid 2 µg Plasmid 2 µg 37 °C 80 °C 
Schnitt- BamHI 1 µl BamHI 1 µl 1 h 20 min 
stelle: 10 x Puffer NEB4 2 µl 10 x Puffer NEB4 2 µl   
 DEPC-H2O auf 20 µl DEPC-H2O auf 20 µl   
       
2. Plasmid (aufger.) 40 µl Plasmid (aufgereinigt) 40 µl 37 °C 65 °C 
Schnitt- SalI 1 µl SalI 1 µl 1 h 20 min 
stelle: 10 x Puffer O 4,4 µl 10 x Puffer O 4,4 µl   
 DEPC-H2O auf 50 µl DEPC-H2O auf 50 µl   
       
Ant.   Plasmidverdau 50 µl 37 °C 65 °C 
Phosph.:   Antarkt. Phosphatase 1 µl 1 h 5 min 
   10 x Ant. Phosph. Puffer 5,6 µl   
 
Die Ansätze wurden über ein 1 % Agarosegel getrennt, die Banden des SFRP1-Fragments 
sowie des verdauten Zielvektors wurden ausgeschnitten und im Rahmen der Aufreinigung 
in 15 µl DEPC-H2O eluiert. Das SFRP1-Fragment wurde in 5-fachen Überschuss für die 
Ligation in den pRevTRE_IRES2_EGFP (siehe Formel (2.1)) eingesetzt. Nach der 
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Transformation von Top10 mit dem Ligationsansatz und der Ausplattierung auf 
Ampicillinplatten wurde eine Kolonie-PCR von 6 Kolonien mit den Primern pRev_F1 und 
SFRP1_R2 (siehe 2.2.2.8) durchgeführt. Die isolierten Plasmide aus positiven ü.N.-
Kolonien wurden dann per Sequenzierung überprüft (Primer: pRev_F1/pRev_R1). Zwei 
pRevTRE_IRES2_SFRP1_EGFP-Klone wurden zur Herstellung von endotoxinfreien 
Präparationen ausgewählt. Sie wurden in Kombination mit dem Vektor pRevTet-Off 
advanced für retrovirale Transfektionen verwendet. 
Transfektionskonstrukte für transiente Reportergenexperimente: 
Für die Überprüfung der Bindungsfähigkeit von miRNAs an SFRP1-Gensequenzen, wurde 
ein Reportergenassay etabliert. Hierfür wurden 3’- und 5’-untranslatierte Regionen (UTR), 
die SFRP1-kodierende Sequenz (CDS) sowie 3 Einzelfragmente (3U7-3U9) der 3’UTR 
vom SFRP1-Gen in einen Reportergenvektor (psiCheck-2)  kloniert. In einer Klonierungs-
PCR fügten Primer eine XhoI-Schnittstelle am 5’-Ende und eine NotI-Schnittstelle am 3’-
Ende des jeweiligen Fragmentes ein (siehe 2.2.2.8). Als Template-DNA diente das Plasmid 
IRATp970D0160D (Klon29), welches das SFRP1-Gen als cDNA mit seinem gesamten 
untranslatierten Bereich enthielt (Pubmed-accession-no.: BC036503/BI554016). Der PCR-
Schritt 4 dauerte für 3’UTR, 5’UTR und CDS jeweils 4, 1 und 3 min. Für die Fragmente 
3U7, 3U8 und 3U9 galten dieselben Bedingungen wie bei der PCR für die 5’UTR. Es 
folgte eine Zwischenklonierung über den pCRBlunt um letztendlich in den Zielvektor 
psiCheck-2 zu ligieren. Der Restriktionsverdau der entsprechenden pCRBlunt-Plasmide 
mit den 6 Fragmenten wurde nach dem folgenden Schema durchgeführt. 
Tab. 2.36:  Restriktionsverdau von pCRBlunt_3’UTR/5’UTR/CDS/3U7/3U8/3U9 und psiCheck-2 
 pCRBlunt_... psiCheck-2 Inkub. Inaktiv. 
       
1. Schnitt- Plasmid 2 µg Plasmid 4 µg 37 °C 80 °C 
stelle: NotI 1 µl NotI 1 µl 1 h 20 min 
 10 x Puffer NotI 2 µl 10 x Puffer NotI 2 µl   
 DEPC-H2O auf 20 µl DEPC-H2O auf 20 µl   
       
2. Schnitt- Plasmid (aufgereinigt) 15 µl Plasmid (aufger.) 15 µl 37 °C 80 °C 
stelle: XhoI 1 µl XhoI 1 µl 1 h 20 min 
 10 x Puffer R 2 µl 10 x Puffer R 2 µl   
 DEPC-H2O auf 20 µl DEPC-H2O auf 20 µl   
       
Antarkt.   Plasmidverdau 20 µl 37 °C 65 °C 
Phosphat.:   Antarkt. Phosphatase 1 µl 1 h 5 min 
   10 x Ant. Phosph. 
Puffer 
2,1 µl   
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Die Ligation der aus dem Gel aufgereinigten Fragmente mit dem 6273 bp großen, 
linearisierten psiCheck-2 erfolgte mit 10-fachem Überschuss der Fragmente (siehe Formel 
(2.1)). Die weitere Verfahrensweise erfolgte dann analog zur Herstellung des Konstruktes 
für den retroviralen Gentransfer. Die Sequenzierungen fanden mithilfe der entsprechenden 
Klonierungsprimer statt. 
2.2.3 Proteintechniken 
2.2.3.1 Auswertung immunhistochemisch gefärbter Tissue-Microarrays 
Die Verwendung von Tissue-Microarrays (TMAs) ermöglicht die Analyse von Genen oder 
Proteinen an einer großen Anzahl von Gewebeproben zur selben Zeit. Die Herstellung und 
Färbung der TMAs wurde von der Arbeitsgruppe unter der Leitung von Prof. Dr. A. 
Hartmann (Institut für Pathologie, Universitätsklinik Erlangen) durchgeführt. Für die 
Zusammensetzung dieser TMAs wurden Pankreasgewebeproben von 201 Patienten mit 
duktalem Adenokarzinom aus Regensburg und Erlangen sowie von 26 Patienten mit 
Chronischer Pankreatitis (CP) aus Erlangen verwendet. Aus diesen in Formalin fixierten 
und in Paraffin eingebetteten Gewebeblöcken wurden für die Herstellung der TMAs Large 
core-Stanzen mit einem Durchmesser von zwei Millimetern entnommen. Diese wurden 
daraufhin in der jeweiligen Array-Anordnung (2 Biopsien pro Tumor) für die TMAs 
wieder in Paraffin eingegossen und in Form von wenigen µm dünnen Schnitten auf 
Glasobjektträger gebracht. Nach Entparaffinisierung und entsprechender Vorbehandlung 
folgte die immunhistochemische Färbung der TMAs. Zur Gegenfärbung wurde eine 
Hämatoxilin/Eosin (HE)-Färbung durchgeführt. Als primärer Ak gegen humanes SFRP1 
diente ein polyklonaler Ak, welcher von Herrn Dr. Edgar Dahl (Institut für Pathologie, 
Universitätsklinikums der RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt wurde. Anschließend 
erfolgte die mikroskopische Beurteilung und Auswertung in Kooperation mit Herrn Prof. 
Hartmann, wobei die Expression von SFRP1 in Epithel- bzw. in Stromazellen 
semiquantitativ bestimmt wurde. Dafür wurde der Anteil der gefärbten Fläche je Spot in 
Prozent sowie die Intensität der Färbung in einer Skala von Null (ungefärbt) bis drei (sehr 
stark gefärbt) ermittelt. Die Korrelationsanalyse mit den klinischen Daten der Patienten 
sowie die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit den Programmen 
SPSS und Excel (Fisher-Test). 
2.2.3.2 SDS-Gelelektrophorese und Westernblot 
Herstellung von Proteinlysaten: 
Zur Überprüfung der Genexpression auf Proteinebene diente der Westernblot (WB). 
Grundlage hierfür waren Proteinlysate aus zu untersuchenden Zellen und Geweben. Für die 
Herstellung dieser wurden konfluent wachsende Zellen in einer T25-Flasche auf Eis 
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gelagert, nach Abnahme des Zellkulturüberstandes zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen 
und anschließend in 100-200 µl eiskaltem RIPA-Puffer für 30 min auf Eis lysiert. Dieser 
Puffer enthält Sodiumdeoxycholat als Detergenz und ermöglicht die Lyse von Membranen 
sowie die Extraktion von Membran-, Kern- und Zytoplasmaproteinen. Die lysierten Zellen 
wurden anschließend mit sterilem Zellschaber und Pipette in ein eisgekühltes Reaktions-
gefäß überführt und bei 4 °C und 11000 x g für 15 min zentrifugiert. Die Überstände 
stellen die lysierte Fraktion der Zellproteine dar und wurden in frische sterile Reaktions-
gefäße pipettiert. Die Lagerung erfolgte für kurze Zeit auf Eis bzw. dauerhaft bei -20 °C. 
TCA-Proteinpräzipitation  
Die Präparation von Proteinen aus Zellkulturüberständen erfolgte mit Hilfe der 
Trichloressigsäure- (TCA) Proteinpräzipitation (Sanchez, 2001). Zur Generierung von 
SFRP1-haltigen Überständen wurden die Zellen in 1 % FKS DMEM bzw. RPMI so in 
T25-Flaschen ausplattiert, dass sie nach 6 Tagen zu 100 % konfluent waren. Anschließend 
wurde das Medium abgenommen und bei 1500 rpm und 4 °C für 5 min zentrifugiert, um 
den ÜS möglichst zellfrei zu halten. Es schloss sich eine Filtration des Überstandes mit 
einem 0,45 µm-Spritzenfiltervorsatz an. 1 ml des so vorbereiteten Überstandes wurde mit 
250 µl TCA vermischt und für 1 h bei 4 °C auf einem Rotor inkubiert. Die dabei 
ausgefällten Proteine wurden anschließend durch Zentrifugation bei 14000 rpm für 5 min 
pellettiert. Nach vorsichtigem Entfernen des Überstandes wurde das Proteinpellett 2 x mit 
kaltem Azeton und Zentrifugation bei 14000 rpm für 5 min gewaschen. Danach wurde es 
auf einem Heizschüttler bei 95 °C für 10 min getrocknet. Nach Zugabe von 40 µl 
eisgekühltem RIPA-Puffer wurde nach dem Protokoll in Abschnitt „Herstellung von 
Proteinlysaten“ verfahren. 
Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten mit der BCA-Methode: 
Zur Quantifizierung des Proteingehaltes der Lysate wurde das BCA-Protein Assay-Kit nach 
Herstellerangaben im 96-Wellformat verwendet. Es wurde von jeder Probe sowie von allen 
Standards eine Doppelbestimmung durchgeführt. Aus Albuminstandardlösungen wurde 
eine Standardreihe mit jeweils 10 µl und von den Lysaten zwischen 2 und 5 µl in die Wells 
einer transparenten 96-Wellplatte pipettiert und mit 200 µl Arbeitslösung, in die vorher das 
Substrat (4 % Kupfersulfat) im Verhältnis 1:50 verdünnt wurde, vermischt. Es folgte eine 
Inkubation bei 37 °C für 30 min. Hierbei erfolgte die Umsetzung von Cu
2+
 zu Cu
+
 durch 
die Proteine sowie die kolorimetrische Detektion der Cu
+
-Kationen durch die in der 
Arbeitslösung enthaltenen Bicinchoninsäure (BCA). Die Messung der Absorption erfolgte 
bei einer Wellenlänge von 560 nm ohne Referenzwellenlänge im Plattenspektrophoto-
meter. Die so gewonnenen Daten wurden mittels Microsoft Excel ausgewertet. Nach der 
Mittelwertberechnung aller Doppelbestimmungen und dem Abzug des Hintergrundes 
wurde eine Regressionsgerade in das Punktdiagramm für die Standardreihe gelegt. Aus der 
Regressionsgleichung erfolgte die Berechnung der Konzentrationen der unbekannten 
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Proben. Diese Werte wurden dann noch mit dem Verdünnungsfaktor (im Vergleich zu den 
Standards) multipliziert und ergaben den tatsächlichen Konzentrationswert. 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese: 
Bei der WB-Methode werden die Proteine im Zelllysat elektrophoretisch auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, dann auf einer Membran immobilisiert, wo sie 
immunchemisch nachgewiesen und analysiert werden können. Für die elektrophoretische 
Auftrennung wurden die Proben in Form von folgenden Ansätzen bei RT vorbereitet: 
Tab. 2.37:  WB-Probenansatz 
Protein in RIPA-Lysat 4-50 µg       x µl 
Reducing Reagent 10 x 2 µl 
LDS Proben Puffer 4 x 5 µl 
LDS Proben Puffer 1 x auf 20 µl aufgefüllt 
Gesamtvolumen  20 µl 
 
Hierbei wurden für alle miteinander zu vergleichenden Proben dieselben Proteinmengen 
verwendet. Nach ihrer gründlichen Durchmischung wurden die Proben für 10 min bei 
70 °C inkubiert. Während dieser Inkubation erfolgte die Denaturierung sowie Reduktion 
der Disulfidbrückenbindungen innerhalb der Proteine durch das Detergenz 
Lithiumdodecylsulfat (LDS) im Puffer. Das ermöglicht eine Trennung aller 
Proteinuntereinheiten voneinander. Anschließend wurden die Proben auf RT abgekühlt und 
nach kurzer Zentrifugation in die Taschen eines 4-12 % Bis-Tris-Acrylamidgels, welches 
in der mit Laufpuffer befüllten Elektrophoresekammer steckte, pipettiert. In die innere 
Kammer wurden vorher noch 500 µl Antioxidanzlösung zum Puffer gegeben. Zusammen 
mit einem Proteinmolekulargewichtsmarker wurden die Proben für 45 min bei einer 
Spannung von 180 V bei RT der Molekülmasse nach in ihre Proteinuntereinheiten entlang 
eines elektrischen Gradienten aufgetrennt. Das im Laufpuffer enthaltene SDS hebt 
Ladungsunterschiede innerhalb der Proteine auf und ermöglichte so die gerichtete 
Wanderung der entfalteten Proteine durch das Gel von Kathode (oben) zu Anode (unten). 
Transfer: 
Anschließend erfolgte der Transfer der aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine 
Nitrozellulosemembran als Feuchtblot (wet blot). Ca. 5-6 Blottingpads wurden in 
Transferpuffer eingeweicht und von Luftblasen befreit. Die Nitrozellulosemembran wurde 
kurz in sterilem Wasser und dann in Transferpuffer eingeweicht. Das Gel wurde in eine 
Schale mit Transferpuffer überführt und die Ober- bzw Unterkante begradigt. Daraufhin 
wurde ein Filterpapier darunter geschoben und die Membran darauf gelegt, gefolgt von 
einem weiteren Filterpapier. Dieser Stapel wurde anschließend in das Blotmodul, umgeben 
von 4-5 der eingeweichten Blottingpads, gelegt und nochmals mit Transferpuffer getränkt. 
Nach Einspannen des Blotmoduls in die Kammer wurde es mit Transferpuffer und der 
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Außenbereich der Kammer mit Leitungswasser zur Kühlung befüllt. Der Transfer verlief 
bei RT für 1 h bei 30 V. Da hierbei die Oberseite des Blotmoduls die Anode und die 
Unterseite die Kathode bildete, wurden die Proteine in Richtung positiver Ladung aus dem 
Gel in die darauf liegende Membran gezogen und blieben aufgrund hydrophober 
Wechselwirkungen auf ihr haften. Anschließend wurde die Membran kurz (1 min) mit 
einer Ponceau S-Färbelösung benetzt und überschüssige Lösung durch Spülen mit kaltem 
Leitungswasser entfernt. Hierbei sollten alle Proteine auf der Membran unspezifisch als 
Bandenmuster deutlich werden. Neben der Färbung erfolgte eine Fixierung der Proteine 
auf dem Blot. 
Spezifischer Proteinnachweis: 
Um unspezifische Wechselwirkungen der Ak mit der Membran zu verhindern, wurden 
zunächst alle Proteinbindungsstellen mit einer proteinreichen Lösung abgesättigt. Die 
Membran wurde dafür für 1 h bei 4 °C auf dem Schwenktisch in Blockierungslösung 
inkubiert. Der primäre Ak wurde in Blockierungslösung verdünnt und der Blot damit über 
Nacht bei 4 °C auf dem Schwenktisch inkubiert (siehe Tab. 2.38). Anschließend wurde der 
Blot 2 x kurz und 2 x für 10 min mit TBS-Tween gewaschen und für 1 h mit dem 
entsprechend verdünnten, peroxidasegekoppelten sekundären Ak bei RT inkubiert. Dieser 
ist gegen speziestypische Aminosäuresequenzen am primären Ak gerichtet.  
Tab. 2.38:  Für die Detektion der membrangebundenen Proteine verwendete Ak und ihre Inkubationsbe-
dingungen 
Antigen Blockierung Ak-Verdünnung Inkubation 
DVL2 5 % Milchpulver, 1 h, 4 °C 1 : 1 500, 5 % Milchpulver ü.N., 4 °C 
FZ2 5 % Milchpulver, 1 h, 4 °C 1 : 1000, 5 % BSA ü.N., 4 °C 
SFRP1 5 % Milchpulver, 1 h, 4 °C 1 : 400, 5 % Milchpulver ü.N., 4 °C 
GAPDH 5 % Milchpulver, 1 h, 4 °C 1 : 5 000, 5 % Milchpulver 1 h, RT 
VANGL2 5 % Milchpulver, 1 h, 4 °C 1 : 500, 5 % Milchpulver ü.N., 4 °C 
Ziege  - 1 :  4 000, Siehe Blockierung vor 1. Ak 1 h, RT 
Maus - 1 : 25 000, Siehe Blockierung vor 1. Ak 1 h, RT 
Kaninchen - 1 : 10 000, Siehe Blockierung vor 1. Ak 1 h, RT 
 
Nach einem weiteren Waschschritt (2 x kurz, 2 x 10 min) folgte die Detektion der 
gebundenen sekundären Ak durch Chemilumineszenz. Ihre Freisetzung erfolgte über die 
am Ak gekoppelten Peroxidase, die die enzymatische Reaktion katalysiert. Hierfür wurde 
die Membran kurz abgetropft und auf eine Hälfte einer aufgeklappten Klarsichthülle 
gelegt, mit 4 ml einer frisch zubereiteten Mischung an Detektionslösung überschichtet und 
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für 5 min bei RT inkubiert. Dabei erfolgte die Oxidation von Luminol durch die am 
sekundären Ak gebundene Peroxidase in einen angeregten Zustand. Während der 
Rückkehr in den Grundzustand (nach ca. 5 min) gibt es daraufhin für eine gewisse Zeit 
Energie in Form von Licht ab. Nach der Inkubation wurde die zweite Hälfte der 
Klarsichthülle auf die Membran umgeklappt und die überschüssige Detektionslösung 
entfernt. Die von der Membran ausgehende Lumineszenz wurde im Image Reader LAS 
3000 in minütlicher Aufsummierung der Lichtemission digital in Bildern festgehalten. Bei 
Einsetzen der Sättigung des gewünschten Signals wurde die Detektion beendet. 
2.2.3.3 Immunfluoreszenzmikroskopie am LSM 
Mit Immunfluoreszenzfärbungen kann man mehrere Proteine in einer Zelle unterschiedlich 
anfärben und gleichzeitig im Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen. Hierfür wurden die 
Zellkulturgefäße der zu mikroskopierenden Zellen vor dem Aussähen mit sterilen 
Deckgläschen bestückt. Diese 24-Wellplatten wurden für die Kultur von 1 x 10
5
 Zellen pro 
Well verwendet. Nach 24 h wurden die bewachsenen Deckgläschen entnommen und in 
neue 24-Wellplatten überführt. Darin wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit 
HBSS in einer 1:1000 in PBS verdünnten WGA-Lösung (Stock: 1 µg/ml) für 10 min bei 
37 °C inkubiert, wenn der Ak-Färbung eine Membranfärbung vorausgehen sollte. Es 
folgten zwei HBSS-Waschschritte sowie die Fixierung der Zellen mit 4 % PFA für 15 min 
bei 37 °C. Nach zwei weiteren HBSS-Waschschritten erfolgte die Inkubation der Zellen in 
Ammoniumchlorid für 10 min bei RT zur Neutralisierung des PFA. Danach wurden die 
Zellen wieder 2 x in HBSS  und 2 x in 0,2 % saponinhaltigem Waschpuffer gewaschen. 
Saponin wirkt hier als Detergenz und erhöht die Durchlässigkeit der Zellmembranen für 
Ak und Farbstoffe. Es folgte die Blockierung unspezifischer Bindestellen des primären 
Aks mit saponinhaltiger Blockierungslösung für 30 min bei RT, gefolgt von zwei 
Waschschritten. Die Zellen wurden mit dem ersten Ak (anti-FRP1: 1:800) in 
saponinhaltigem Verdünnungspuffer für 1 h bei RT inkubiert. Nach fünf Waschschritten 
wurde der fluoreszenzmarkierte, sekundäre Ak in der Verdünnung 1:200 zusammen mit 
dem 1:3000-verdünnten Kernfarbstoff DAPI in Verdünnungspuffer für 1 h auf die Zellen 
gegeben. Die Inkubation fand im Dunkeln bei RT statt. Nach fünf weiteren Waschschritten 
sowie drei Waschschritten mit PBS wurden die Deckgläschen mit der Zellseite nach unten 
auf 3,5 µl Mowiol auf einem Objektträger gelegt. Bei 4 °C und im Dunkeln wurden diese 
dann für mind. 1 h oder über Nacht polymerisiert, mit Nagellack umrandet und 
anschließend am konfokalen Laserscanningmikroskop (LAS 510) analysiert. Die 
mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem 63 x /1,4 Ölimmersions-Objektiv in einer 
Auflösung von 1024 x 1024 Pixel erstellt. Die Bilder wurden mit dem Programm LSM 
Image Browser gewonnen und ausgewertet.  
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2.2.4 Zellkultur und Herstellung von transgenen Zelllinien 
2.2.4.1 Kultur und Kryokonservierung von Zelllinien 
Auftauen von Zellen: 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Die 
kryokonservierten Zellen wurden auf Trockeneis transportiert. Das Auftauen der Zellen 
erfolgte in der Hand bis kurz vor dem vollständigen Schmelzen des Röhrcheninhaltes. Das 
Kryogefäß wurde mit Desinfektionsmittel abgesprüht. Der Inhalt wurde in 10 ml des der 
jeweiligen Zelllinie entsprechenden Vollmediums überführt (siehe Tab. 2.6). Nach der 
Zentrifugation der Zellen bei 1500 rpm für 5 min wurde das Pellett vorsichtig 
aufgeschüttelt, in 7 ml frischem Vollmedium aufgenommen, in eine sterile T25-
Zellkulturflasche überführt. Im Brutschrank erfolgte die Kultur bei 37 °C, hoher 
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Begasung. Nach spätestens 24 h (bei Adhärenz der Zellen) 
wurde das Medium noch einmal gewechselt.  
Passagieren von Zellen: 
Vor dem Beginn aller Zellkulturarbeiten wurden alle Medien und Lösungen auf RT 
temperiert, um die Zellen nicht zu starken Temperaturschwankungen auszusetzen. Die 
Zellen wurden unter sterilen Bedingungen so kultiviert, dass sie meistens nicht komplett 
zuwuchsen, denn ihre Proliferationsrate sowie die Qualität des Mediums nehmen im 
Allgemeinen bei zu hoher Zelldichte stark ab. Das heißt, sie wurden, je nach 
Zellteilungsrate der entsprechenden Linie, 1-2 x in der Woche geteilt. Dafür wurden die 
Zellen vorher mikroskopisch bezüglich ihrer Dichte, Vitalität und Kontaminationsfreiheit 
beurteilt. Kontaminierte Zellen wurden sofort verworfen. Waren die Zellen noch nicht 
dicht, wurde das alte Medium nur durch frisches (T75: 13 ml, T25: 5 ml) ersetzt. Für das 
Teilen wurde das alte Medium entfernt und durch 10 ml PBS (T25: 5 ml) ersetzt. Die 
Flasche wurde geschwenkt und das PBS verworfen. Daraufhin wurde Trypsin/EDTA-
Lösung zu den Zellen gegeben (T75: 1,5 ml, T25: 0,5 ml) und durch gleichmäßiges 
Schwenken der Flasche darauf geachtet, dass alle Zellen bedeckt sind. Zum Ablösen der 
Zellen wurden sie je nach Linie für 5-15 min in den Brutschrank gestellt. Hierbei wirkte 
EDTA als Ca
2+
-Chelator, weshalb es vor allem die Zell-Zellverbindungen löste. Das 
Peptidasengemisch Trypsin daute zusätzlich die Zell-Matrixverbindungen an, wodurch 
sich die Zellen von der Kulturfläche ablösten. Das vollständige Ablösen der Zellen wurde 
mikroskopisch überwacht. Anschließend erfolgte die Zugabe von serumhaltigem Medium, 
wobei das Serum eine sofortige Inaktivierung des Trypsins sowie eine teilweise Bindung 
des EDTA bewirkte. Die Zellen wurden in Suspension gebracht. Aus dieser Suspension 
wurden Zellen für die Zellzahlbestimmung entnommen. Für die kontinuierliche 
Kultivierung wurden sie in eine frische Zellkulturflasche je nach Zelllinie mit dem 
Verdünnungsfaktor 1:5 bis 1:15 und mit der um 1 erhöhten Passagezahl wieder ausgesät.  
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Zellzahlbestimmung: 
10 µl der gründlich durchmischten Zellsuspension wurden entsprechend der geschätzten 
Ausgangszellzahl 1:5 bis 1:10 mit Trypanblau gevortext und 10 µl davon wurden in die 
zusammengesetzte Neubauer Zählkammer pipettiert. Es folgte das Auszählen aller 
ungefärbten (lebenden) Zellen von allen vier Zählfeldern. Von den auf dem Rand 
liegenden Zellen wurden nur die des linken und des unteren Randes gezählt. Der 
Mittelwert aller vier Felder wurde in folgende Formel miteinbezogen und ergab die 
Zellzahl pro ml Ausgangssuspension. 
                       (               )    
                    (2.5) 
Kryokonservierung von Zellen: 
Je nach der Größe der Zellen wurden 4-6 Kryogefäße pro konfluenter T75-Flasche befüllt. 
Die Zellen wurden hierfür bei 1500 rpm für 5 min herunter zentrifugiert. Das Pellett wurde 
aufgeschüttelt und in Einfriermedium (1 ml pro beschriftetes Kryogefäß) aufgenommen. 
Es folgte das zügige Befüllen der Kryogefäße. Eingesetzt in einen Kryobehälter (befüllt 
mit Isopropanol), der das langsame Abkühlen der Zellen um 1 °C pro Minute ermöglichte, 
wurden die Zellen für mindestens 24 h bei -80 °C und danach zur Langzeitlagerung in 
flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 
2.2.4.2 Herstellung transgener humaner Zelllinien  
Lipofektion: 
Für die transiente Tansfektion humaner Pankreaszelllinien wurde als Transfektionsreagenz 
Lipofectamine 2000 nach den Herstellerangaben verwendet. 24 h vor der Transfektion 
wurden 2 x 10
5
 Zellen in 500 µl des entsprechenden Vollmediums pro Well einer 24-
Wellplatte ausgebracht und im Brutschrank inkubiert. Für die Transfektion wurden pro zu 
transfizierendem Well 0,8 µg DNA (bei Doppeltransfektionen 0,4 µg jeden Vektors) und  
2 µl Lipofectamine 2000 in serumfreiem Medium in einem Gesamtvolumen von 100 µl pro 
Ansatz verwendet. Hierfür wurden ein „Lipo-Mix“ und ein „DNA-Mix“ getrennt 
voneinander hergestellt und bei RT für 5 min unter der Sterilbank inkubiert. Im „Lipo-
Mix“ bildeten sich hierbei aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen Liposomen. 
Anschließend wurde der „Lipo-Mix“ zum „DNA-Mix“ gegeben. Die Lösungen wurden 
durch kurzes, sanftes Schwenken der Reaktionsgefäße gemischt und für weitere 20 min 
unter der Bank inkubiert. Hierbei bildeten sich die Komplexe zwischen den kationischen 
Liposomen und der DNA aus. Danach wurden je Well 100 µl dieser Liposomen-DNA-
Komplexlösung vorsichtig auf die Zellen getropft, die Platte kurz vor- und zurückge-
schwenkt und für zwei Tage inkubiert. Während dieser Zeit fusionierten die Liposomen-
DNA-Komplexe mit der Zellmembran und die DNA gelangte in den Zellkern, wo die 
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Transkription stattfand und nach ca. 48 h ihren Höhepunkt erreichte. Zur Auswertung 
wurde Proteinlysat (für WBs) von den transient transfizierten Zellen hergestellt.  
 Für die Herstellung stabil transfizierter Zelllinien wurden 24 h vor der Transfektion 
1 x 10
5
 Zellen pro Well in jeweils 2 ml Medium in 6-Wellplatten ausplattiert. Die Trans-
fektion erfolgte nach dem Protokoll zur transienten Variante. Es wurden insgesamt 2 µg 
DNA und 5µl Lipofectamine 2000 in 500 µl serumfreiem Medium pro Well eingesetzt. Die 
Bestandteile der DNA setzten sich zusammen aus dem linearen Hygromycinmarker und 
der Plasmid-DNA im Verhältnis 1:9. Die Plasmid-DNA bestand dabei aus den Vektoren 
pBI-L-SFRP1 bzw. pBI-L-leer und pTet-Off-Advanced und diese standen dabei im 
Verhältnis 10:1. 24 h nach der Transfektion wurde Dox mit der Endkonzentration von 
100 ng/ml zur SFRP1-Expressionsunterdrückung zugegeben. 48 h nach der Transfektion 
wurde das Medium gewechselt und durch Selektionsmedium mit Hygromycin B und Dox 
ersetzt. Mindestens 2 Wochen wurden die Zellen so kultiviert, wobei ein Großteil abstarb. 
Übrig blieben einzelne Kolonien aus resistenten Zellklonen, die dann mittels steriler 
Cloning-Zylinder in eine 24-Wellplatte durch Trypsinieren in Selektionsmedium überführt 
wurden. Kurz bevor eine Konfluenz von 100 % erreicht wurde, wurden die Klone in T25- 
und danach in T75-Flaschen überführt und eingefroren. Nach dem Auftauen wurden sie in 
normalem Vollmedium mit Dox weiterkultiviert. 
Retroviraler Gentransfer: 
Transfektion der Verpackungszellen und Virusernte 
Als Vorlage für diese Methode diente das Protokoll der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. 
A. Temme (Experimentelle Neurochirurgie/Tumorimmunologie, Universitätsklinikum, 
TU-Dresden). Vorbereitend für die Transfektion retroviraler Vektoren wurden 4 x 10
6
 
Hek293T-Zellen in 6 ml Vollmedium 24 h vorher in Zellkulturschalen ausgesät. Für einen 
ÜS-Produktionsansatz wurden 6 Schalen angesetzt, um auf mind. 30 ml ÜS zu kommen. 
Ähnlich, wie bei der Lipofektaminmethode wurden auch hier zwei getrennte Ansätze für 
die Transfektion vorbereitet, bei denen das Transfektionsmittel Polyethylenimin (PEI) 
sowie die DNA in DMEM ohne Zusätze verdünnt wurden. Pro Schale wurden 45 µl PEI-
Lösung (1 mg/ml) und 5 µg jedes Plasmids in jeweils 1 ml Medium pro Schale gemischt 
und bei RT für 5 min inkubiert. Bei den drei Plasmiden handelt es sich um folgende 
retrovirale Vektoren: pHIT60 kodiert das MuLV Gag-Pol-Gen. Es stammt aus dem 
murinen Leukämievirus und stellt die genetische Information für Matrix-, Kapsid- und 
Nukleokapsidproteine (gag = gruppenspezifisches Antigen) sowie für die Enzyme 
Protease, Reverse Transkriptase und Integrase (pol = Polymerase) dieses Virus dar (Xia et 
al., 2009). Der zweite Vektor heißt pczVSV-G und kodiert für das Glykoprotein G des 
viralen Erregers der Stomatitis vesicularis. Dieses Hüllprotein wird zur Pseudotypisierung 
der Viruspartikel verwendet. Es vermittelt die Anlagerung des Viruspartikels an die 
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Zellmembran, seine Aufnahme in die Zelle durch Phagozytose sowie die Fusion der 
Virushülle mit Endosomen in der Zelle (Lee et al., 2001). Der Dritte Vektor ist der, unter 
Abschnitt 2.2.2.10 beschriebene, konstruierte Vektor pRev_TRE_IRES2_SFRP1_EGFP 
oder der entsprechende Leervektor bzw. für die zweite serielle Transduktion der Vektor 
pRevTet-Off. Nach der kurzen Inkubation wurden pro Schale jeweils 1 ml der PEI-Lösung 
und der DNA-Lösung miteinander vorsichtig gemischt und für 20-30 min inkubiert. 
Während dieser Zeit lagerten sich die kationischen Polymere aus der PEI-Lösung an die 
DNA und führten so zu einer Kondensierung dieser. Das Medium auf den vorbereiteten 
293T-Zellen wurde entfernt und durch 4 ml DMEM mit 15 % FKS ersetzt. Anschließend 
wurden je Platte 2 ml der DNA-Polykationkomplexlösung auf den Rand geträufelt und mit 
dem Medium vermischt. Diese Zellen wurden über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert. Am Morgen darauf erfolgte eine Induktion der Transfektion durch die Zugabe 
von Natriumbutyrat (Endkonzentration im Medium: 10 mM). 8 h danach wurde das 
Medium komplett mit frischem DMEM 10 % FKS ersetzt. Die Kapsidproteine lagerten 
sich im Zellplasma selbstständig zusammen und umschlossen die Enzyme und die mit ψ
+
 
markierte RNA. Durch Umhüllung dieser Kapside mit der Zellmembran und Ausknospung 
entstanden fertige Viruspartikel. Die virushaltigen Überstände wurden 48 h, 56 h und 64 h 
nach der Transfektion mittels Kanüle und Spritze abgenommen. Frisches Medium wurde 
nach den ersten beiden Ernten aufgefüllt. Die Überstände wurden anschließend mit einem 
0,45 µm-Filter steril filtriert und bei -80 °C eingefroren. 
Transduktion der Zielzellen:  
24 h vor der Transduktion wurden die Zielzellen ausgesät. Je Linie wurden 2 Wells einer 
6-Wellzellkulturplatte mit jeweils 5 x 10
4
 Zellen (PANC-1, Klon2.2 und MIA PaCa-2) 
bzw. 1 x 10
5
 Zellen (AsPC1) in 2 ml entsprechendem Vollmedium angesetzt. Für die 
Transduktion wurde Polybren 1:1000 in viruspartikelhaltigem 293T-ÜS verdünnt. 2 ml 
davon wurden nach Entfernen des alten Mediums vorsichtig auf jedes Well der ausgesäten 
Zellen gegeben. Nach 8 h und nach 16 h wurden noch einmal alte mit frischen ÜS (mit 
Polybren zur Verstärkung der Infektionsrate) ersetzt. Während dieser Zeit konnten die 
viralen Partikel die Zielzellen befallen, ihre genetische Information durch reverse 
Transkription in DNA umwandeln und über die long terminal repeats (LTRs) an eine 
zufällige Stelle im Genom der Wirtszelle integrieren. Da sie keine weitere genetische 
Information mitführten, fehlte ihnen die Fähigkeit zur eigenen Replikation. 8 h nach dem 
dritten Virus- ÜS wurden die Zellen kurz mit PBS gespült und für drei Tage in 
entsprechendem Vollmedium kultiviert. Es folgte eine ca. zweiwöchige Selektionsphase, in 
der die transduzierten Zellen in Hygromycin B-haltigem Selektionsmedium mit 100 ng/ml 
Dox zur Unterdrückung der SFRP1-Expression kultiviert wurden. Anschließend folgte eine 
weitere Transduktion dieser Zellen auf dieselbe Art mit Überständen, die nach 
Transfektion von 293T-Zellen mit pRevTet-Off-Plasmiden geerntet wurden. Dem 
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Selektionsmedium wurden in der sich anschließenden Selektionsphase G418 und 
Hygromycin B beigemischt (siehe Tab. 2.6). Die stabilen Zelllinien wurden anschließend 
in normalem Zellkulturmedium mit Dox kultiviert. 
2.2.4.3 Durchflusszytometrie  
FACS-Analyse: 
Zur Bestimmung der Transduktionseffizienz wurden die stabilen Zelllinien 
durchflusszytometrisch untersucht. Die Methode der Durchflusszytometrie oder FACS- 
(Fluorescence Activated Cell Sorter) Analyse wird verwendet, um Zellcharakteristika wie 
Zellgröße, Granularität und die relative Fluoreszenzintensität einer Zelle zu messen. Das 
FACS-Gerät reiht hierfür die Zellen durch hydrodynamische Fokussierung in einen 
Flüssigkeitsstrom aneinander. Dabei werden die Zellen nacheinander einem Argon-
Laserstrahl ausgesetzt, der durch die Zellen gestreut wird. So liefert das Vorwärtsstreulicht 
die Werte für die Zellgröße FSC (Forward Scatter) und das Seitwärtsstreulicht 
charakterisiert die Granularität SSC (Side Scatter) der Zellen. Zusätzlich werden 
Fluorochrome, in den Zellen oder an Ak gekoppelt, vom Laser anregt. Das führt zur 
Emission von Fluoreszenzsignalen, die von Detektoren in elektrische Signale umgewandelt 
werden. Vorbereitend für die Analyse wurden jeweils 500 µl trypsinierte Zellen aus einer 
fast konfluenten Flasche in ein FACS-Röhrchen gegeben, für 5 min bei 4 °C und 1500 rpm 
zentrifugiert und anschließend 2 x mit PBS gewaschen. Um Klumpenbildung zu 
vermeiden, wurde nach jeder Zentrifugation das Pellett aufgeschüttelt. Anschließend 
wurde das Pellett in PBS aufgenommen und gut resuspendiert. Die Analyse wurde am 
FACScalibur durchgeführt und die Daten wurden mithilfe der Software CellQuest Pro 
gewonnen. Als Negativkontrolle dienten die jeweiligen untransduzierten Wildtypzelllinien 
sowie die leertransduzierten Zellen. Jede Messung wurde nach 10000 gezählten 
Ereignissen beendet. Die durch das Reportergen enhanced green fluorescent protein 
(EGFP) abgegebene Fluoreszenz im FL1-Kanal war der Marker für eine positive 
Transduktion der Zelle. Man geht dabei davon aus, dass die Intensität des Fluoreszenz-
signals des Reporters mit der Expression des klonierten Gens (hier: SFRP1) korreliert. Die 
so gewonnenen Datensätze wurden anschließend mit der Software WinMDI ausgewertet. 
Sortierung ausgewählter Zellpopulationen: 
Für eine SFRP1-konzentrationsabhängige Untersuchung der Zellen wurden die mittels 
retroviralen Gentransfers hergestellten stabilen Zelllinien noch einmal in stark EGFP und 
schwach EGFP-exprimierende Zellpopulationen unterteilt. Dies gelang mittels Sortierung 
der entsprechenden Zellen aus der Mischpopulation nach deren EGFP-Expression mithilfe 
des FACS-Facilityservices durch Ina Nüsslein (MPI CBG, Dresden). 
 
2.2 Methoden 60 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.2:  Sortierung der durch retrovirale Transduktion stabil SFRP1-exprimierenden Zelllinien. 
Dargestellt sind die FACS-Streubilder mit den Gesamtpopulationen (P1, obere Reihe) jeder 
Zelllinie aus denen die „stark“ (P2) und „schwach“ (P3) SFRP1-exprimierenden 
Zellpopulationen (untere Reihe) sortiert wurden. 
Hierfür wurden die trypsinierten Zellen durch Zentrifugation bei 4 °C pellettiert, mit PBS 
gewaschen, in PBS resuspendiert und mittels Cup Filcons von Zellklumpen befreit. 
Anschließend wurden sie gezählt und gegebenenfalls auf 2-4 x 10
6
 Zellen pro ml in PBS 
eingestellt. Jeweils ungefähr das vordere Drittel und das hintere Drittel der gesunden 
Gesamtpopulation im Streubild wurden in entsprechendes Vollmedium sortiert (Abb. 2.2). 
Anschließend wurden die Zellen unter Beimischung einer Antibiotika/Antimykotika-
lösung (1:100 ins Medium) in jeweils ein Well einer 6-Wellplatte zur Kultivierung 
gegeben. Nach 2 Tagen und dann aller 3-4 Tage erfolgte ein Mediumwechsel bzw. 
Umsetzen in T25-Flaschen. Nach einer Woche wurden die Zellen in normalem Medium 
mit 100 ng/ml Dox gehalten und entsprechend kultiviert. 
2.2.4.4 Scratch-Assay 
Der Scratch-Assay diente als einfaches Modell für eine gerichtete Migration der Zellen in 
An- und Abwesenheit von SFRP1. Hierfür wurden die Zellen in einer 6-Wellplatte zu 
1 x 10
6
 (Klon2.2), 2 x 10
6
 (MIA PaCa-2, PANC-1) oder 4 x 10
6
 (AsPC1) Zellen pro Well 
in 2 ml Vollmedium ausplattiert. Der  konfluente Zellrasen wurde durch drei bis vier 
senkrecht, versetzte Kratzer mit einer sterilen, gelben Pipettenspitze verletzt. Es folgten ein 
Spülschritt mit PBS zur Entfernung aller abgelösten Zellen und die Zugabe von auf 37 °C 
aufgewärmtem, frischem 10 % FKS Medium. Um die Dokumentation der gleichen 
Bereiche zu gewährleisten, wurden anschließend pro Well 4-5 parallele Hilfslinien quer zu 
S
S
C
 
FSC 
EGFP 
PANC-1 MIA PaCa-2 AsPC1 Klon2.2 
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den Scratch-Streifen auf die Rückseite der Wuchsfläche gezeichnet. Die Zellen an den 
Schnittpunkten der Hilfslinien mit den Scratch-Streifen wurden dann mittels Digitalkamera 
fotografiert. Die gezeichnete Hilfslinie wurde für jede Aufnahme im mikroskopischen Bild 
an den oberen Rand geschoben, sodass man sie im Foto nicht mehr sah. Von diesen 0 h-
Bildern wurde pro Scratch-Streifen 1 Bild ausgewählt welches dann entsprechend der 
jeweiligen Zelllinie nach 24 und 48 h wiederholt fotografiert wurde. Die Bilder wurden im 
Anschluss mit der Bildpixelmessung der freien Fläche zwischen den Zellrändern mithilfe 
von Image J und Excel ausgewertet. 
2.2.4.5 Invasionsassay 
Zum Nachweis einer Veränderung im Migrationsverhalten der Zellen entlang eines 
chemischen Gradienten wurde der Invasions- bzw. Migrationsassay (Boyden chamber 
assay) durchgeführt. Hierfür wurden 1 x 10
5
 Zellen in 200 µl Vollmedium in einem 
Zellkultureinsatz mit einer porösen Membran ausgesät. Diese Einsätze befanden sich in 
den Wells einer 24-Wellzellkulturplatte, in die 700 µl (Corning) bzw. 800 µl (BD 
Biosciences) des entsprechenden Vollmediums pipettiert wurden. Nach 24 h wurde das 
Medium im Einsatz mit 1 % FKS-haltigem Medium ersetzt. Das Medium im unteren 
Kompartiment der Ansätze wurde mit 10 % FKS Medium ersetzt, wenn stabil transfizierte 
Zellen ausgesät wurden (Abb. 2.3, A). Wenn Wildtypzellen getestet wurden, erfolgte ein 
Mediumwechsel im unteren Kompartiment mit frischem 20 % FKS Medium und 
konditionierten Überständen (siehe 2.2.3.2, TCA-Proteinpräzipitation) im Verhältnis 1:1 
gemischt, sodass die Endkonzentration von 10 % FKS erzielt wurde (Abb. 2.3, B). Nach 2-
3 Tagen wurden die Einsätze entfernt und die Zellen auf dem Boden der Wells gefärbt. 
Hierfür wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums 2 x mit PBS gewaschen und 
anschließend mit 4 % PFA für 15 min bei 37 °C fixiert. Es folgten zwei weitere 
Waschschritte und eine Inkubation mit Ammoniumchlorid für 10 min bei RT, gefolgt von 
zwei Waschschritten. Anschließend wurden die Zellen in 200 µl Mayers Heamatoxilin-
Lösung für 8 min gefärbt. Nach der Abnahme der Farblösung wurde die komplette Platte 
vorsichtig in lauwarmes Leitungswasser getaucht, um überschüssige Farbe zu entfernen 
und zum Bläuen der Kerne. Nachdem die Wells komplett getrocknet waren, wurden 
jeweils ein Tropfen von 3-4 µl Mowiol auf die Mitte des Wells sowie ein Deckgläschen 
gegeben. Es schloss sich das Auszählen der Zellen unter dem Mikroskop im gesamten 
Well bei 40 x Vergrößerung an. Die Daten wurden mittels Excel ausgewertet. 
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Abb. 2.3:   Schematische Darstellung der Durchführung des Invasionsassays mit A) stabil- und B) 
untransfizierten Zellen und konditioniertem ÜS. 
2.2.5 Reportergenanalyse 
transiente Transfektion humaner Zelllinien mit Reportergenkonstrukten und 
miRNA-Inhibitoren: 
24 h vor der transienten Transfektion wurden in weißen oder transparenten 96-Well-
zellkulturplatten 1 x 10
4
 Zellen in 100 µl Vollmedium ausgesät. Bei der Transfektion 
wurde dann so vorgegangen wie bereits in Abschnitt 2.2.4.2 (Lipofektion) beschrieben. 
Entsprechend dem kleineren 96-Wellformat wurden bei Transfektionen mit psiCheck-2-
Plasmiden allein 200 ng Plasmid-DNA pro Well in den „DNA-Mix“ und 0,1 µl (Klon2.2, 
MIA PaCa-2, AsPC1) bzw. 0,5 µl (PANC-1) Lipofectamine 2000 in den „Lipo-Mix“ 
gegeben. Das Volumen des Transfektionsmixes betrug 50 µl. Bei Kotransfektionen mit 
miRNA-Inhibitoren wurden 100 ng Plasmid-DNA, 8 pmol RNA (miRNA-Inhibitor, 50 nM 
Endkonzentration im Medium) und 0,2 µl Lipofectamine 2000 in 50 µl pro Well 
eingesetzt. Alle Transfektionen wurden in Doppelbestimmungen durchgeführt und 
mindestens 2 x wiederholt. Nach 2 Tagen erfolgte die Bestimmung der Reportergen-
expression durch die Durchführung des DualGlo-Luziferase-Assays. 
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DualGlo-Luziferase-Assay: 
48 h nach der Transfektion wurde das Medium aus den Wells entnommen und mit 50 µl 
frischem, auf RT temperiertem Medium ersetzt. Die Luziferasereagenz sowie der 
Stop&Glo-Puffer (beides aliquotiert, bei -80 °C gelagert) wurden auf RT temperiert. 50 µl 
des Luziferasereagenz wurden sehr zügig mit einer Multipette pipettiert und für 10 min im 
Dunkeln und bei RT inkubiert. Dieses Reagenz führt zur Zelllyse durch Dithiothreitol und 
enthält außerdem das Substrat für die Firefly-Luziferase (Fluc). Diese ist neben der 
Renilla-Luziferase (Rluc) ebenfalls vom psiCheck-2 kodiert und dient der internen 
Normalisierung des Rluc-Signals. Die Messung der Fluc erfolgte sofort bei einer 
manuellen Messdauer von 100 ms (weiße Platte) oder mit 1 s (transparente Platte) mit dem 
GENios. Anschließend wurde das Stop&Glo Substrat 1:100 in Stop&Glo-Puffer verdünnt. 
Es folgte die Zugabe von 50 µl dieser Mischung. Das Stop&Glo Reagenz unterdrückt die 
Lumineszenz der Fluc und enthält das Substrat für die Rluc. Nach weiteren 10 min 
Inkubation im Dunkeln und bei RT wurde die Rluc nach den gleichen Parametern, wie die 
Fluc im GENios gemessen. Die gewonnenen Daten wurden ins Excel überführt und dort 
folgendermaßen ausgewertet: Nach der Bildung des Quotienten aus den Lumineszenzen 
der Rluc und der Fluc abzüglich des Hintergrundes wurden diese Werte für jeden SFRP1-
Sequenzteil noch einmal mit dem Leervektor-Wert normalisiert (durch den Leervektorwert 
geteilt). 
2.2.6 Statistische Analysen 
Die statistische Auswertung der TMA-Färbungen, Scratch-, Invasions- und Reportergen-
assays, Genexpressions- und Methylierungsanalyse sowie der T-Test erfolgten mit dem 
Programm Excel. Die Berechnungen für den exakten Test nach Fisher auf Unabhängigkeit 
erfolgten mit folgendem Programm: http://www.langsrud.com/stat/Fishertest.htm. Für die 
Durchführung der Korrelationsanalyse zur Identifizierung von unabhängigen Prognose-
parametern wurde eine univariate Überlebensanalyse mittels Cox-Regressionsmodellen 
durchgeführt. Dafür und für die Erstellung der Kaplan-Meier-Kurven wurde das Progamm 
SPSS verwendet. Nur p-Werte, die kleiner als 0,05 waren, wurden als statistisch signifikant 
bewertet.   
3 Ergebnisse 
3.1 Molekular- und epigenetische Untersuchungen von 
SFRP1 in Gewebe und Zelllinien 
3.1.1 SFRP1-Expression in Patientengewebe 
In einer dieser Arbeit vorangegangenen differentiellen Genexpressionsanalyse konnte 
gezeigt werden, dass das Gen SFRP1 im Stroma von Pankreastumoren herunterreguliert ist 
(Pilarsky et al., 2008). Diese Ergebnisse bezüglich SFRP1 wurden mittels 
immunhistochemisch gefärbter Gewebeproben auf TMAs evaluiert. Zur Untersuchung der 
lokalen Genexpressionsunterschiede von SFRP1 innerhalb von Stroma und Gangepithel 
dienten hierbei Proben von Patienten mit PDAC sowie zum Vergleich Proben mit nicht-
tumorösen Gewebe von Patienten mit CP. Es fiel dabei auf, dass vor allem die 
Gangepithelzellen fast keine und die Stromazellen im Gewebe der PDAC-Patienten eine 
nur sehr schwache SFRP1-Färbung aufwiesen, im Vergleich zur starken Färbung beider 
Gewebearten bei den CP-Patientenproben (Abb. 3.1, A). 
Tab. 3.1:  Färbeintensitäten der SFRP1-Färbung auf Patientengewebe-TMAs. (A) Häufigkeitsverteilung 
der Färbeintensitäten der SFRP1-Färbung beider Gewebstypen in den Tumorgewebe-TMA-Spots im 
Vergleich zur Chronischen Pankreatitis. (B) Durchführung des exakten Tests auf Unabhängigkeit nach 
Fisher: gefärbt vs. ungefärbt.  
A 
Färbeintensität 
Zellart ungefärbt Gefärbt 
 0 1 2 3 gesamt 
Tumor 
n = 201 
Epithel 174 26 1 0 27 
Stroma 63 91 45 2 138 
CP 
n = 26 
Epithel 2 11 11 2 24 
Stroma 1 3 18 4 25 
       
B  
Statistik 
Tumorgewebe (n) CP-Gewebe (n) Fisher-Test (p-value) 
gefärbt vs. ungefärbt ungefärbt gefärbt ungefärbt gefärbt 
Epithel 174 27 2 24 < 0,01 
Stroma 63 138 1 25 < 0,01 
 
Die gefärbten Flächen sowie die Farbintensitäten jedes Gewebespots aller 201 PDAC-
Patienten sowie der 26 Patienten mit chronischer Pankreatitis auf den TMAs wurden 
mithilfe des Pathologen Prof. Dr. A. Hartmann (Institut für Pathologie, Universitätsklinik 
Erlangen) ausgewertet und statistisch gemittelt. Dabei zeigte sich, dass die SFRP1-
Expression im normalen Gangepithel von vornherein schwächer war (mittlere gefärbte 
Fläche: 47,7 %, mittlere Farbintensität: 1,5), als im normalen Stroma (entsprechend 79,6 % 
3.1 Molekular- und epigenetische Untersuchungen von SFRP1 in Gewebe und Zelllinien 65 
und 2).  Beim Vergleich der Stromata ist die Färbung von SFRP1 im Tumorstroma mit 
durchschnittlich 30 % gefärbter Fläche und einer mittleren Farbintensität von 1 deutlich 
schwächer exprimiert, als im Stroma des normalen Gewebes (gefärbte Fläche: 79,6 %, 
Farbintensität: 2) (Abb. 3.1, B und Tab. 3.1, A). Der Unterschied zwischen gefärbtem und 
ungefärbtem Gewebe ist für das Pankreasgang- sowie für das Stromagewebe in beiden 
Patientenklassen statistisch signifikant (Tab. 3.1, B) 
 
A             CP      PDAC 
 
 
 
 
 
 
B       C         
  
 
 
 
 
 
Abb. 3.1:  Auswertung der immunhistochemisch gefärbten TMAs. Untersucht wurden fünf TMAs mit 
PDAC-Gewebe (201 Patienten) und ein TMA mit Gewebeproben von Patienten mit chronischer 
Pankreatitis (26 Patienten). (A) Dargestellt sind mikroskopische Beispielbilder mit 200-facher 
Vergrößerung. Nach H/E-Gegenfärbung SFRP1-gefärbte Stroma- bzw. Gangepithelzellen wurden 
mit dicken bzw. dünnen, schwarzen Pfeilen markiert. (B) stellt den prozentualen Anteil der 
gefärbten Zellen pro Gewebespot auf dem TMA für beide Gewebsgruppen im Vergleich zur 
Kontrolle sowie die statistische Signifikanz nach dem T-Test grafisch dar. (C) Mittels Kaplan-
Meier-Kurven wurde die Relevanz der stromalen SFRP1-Färbung für das Überleben von 85 
Patienten in Abhängigkeit zum Zustand des Resektionsrandes der  Tumorproben ermittelt. 
Für die Durchführung der Korrelationsanalyse wurde ein Datensatz aus 101 für die 
Herstellung der vier Erlangen-TMAs verwendeten CP-Patienten verwendet. Neben Alter, 
Geschlecht, Überlebenszeit, Lymphknotenstatus, Metastasierung, Tumorgröße, und 
Tumordifferenzierungsgrad wurde hierfür auch der Status des Resektionsrandes (R) nach 
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der Operation der Patienten in Betracht gezogen. Die Cox-Regression ergab, dass keiner 
der miteinbezogenen Parameter mit dem Überleben korreliert (nicht gezeigt). Wurden die 
SFRP1-Färbungen auf dem TMA mit dem Überleben korreliert, ergab sich in der Kaplan-
Meier-Kurve auch kein relevanter Zusammenhang. Wurden allerdings nur die 85 Patienten 
betrachtet, deren R nach der Operation der Klasse 1 (mikroskopischer Resttumor 
vorhanden) entsprach, wurde ein schwacher Überlebensvorteil im Zusammenhang mit der 
positiven SFRP1-Färbung im Tumorstroma deutlich. Ein R0-Rand spielte in diesem 
Zusammenhang keine Rolle (Abb. 3.1, C). Für die übrigen Kriterien ergab sich kein 
Überlebensvorteil durch SFRP1-Expression (nicht gezeigt).  
3.1.2 SFRP1-mRNA-Expression in PDAC-Zelllinien 
Um den interessanten SFRP1-Expressionsunterschied zwischen PDAC-Gangepithel und 
PDAC-Stroma weiterzuverfolgen und zu ergründen, wurde ein Modellsystem mithilfe der 
Zellkultur und weiteren molekularbiologischen Methoden geschaffen. Hierbei repräsen-
tieren Pankreaskarzinomzelllinien das Tumorgangepithel und eine Fibroblastenzelllinie 
(Klon2.2), die aus PSCs aus dem Tumorstroma abgeleitet wurde, das Tumorstroma 
(Jesenofski et al., 2005). Um zunächst den RNA-Expressionsstatus von SFRP1 in humanen 
Pankreaskarzinomzellen zu ermitteln, wurden quantitative RT-PCRs mit der RNA aus 
diversen humanen und (zum Vergleich murinen) PDAC-Zelllinien sowie der Kontrollzell-
linie Klon2.2 durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass von den für diese Arbeit drei 
wichtigsten Zelllinien PANC-1, MIA PaCa-2, AsPC1 und der Kontrollzelllinie Klon2.2 bis 
auf AsPC1 alle anderen Linien SFRP1 auf der RNA-Ebene exprimieren (Abb. 3.2 A).  
 
 
                                                       
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2:   Darstellung der SFRP1-Expression nach Durchführung der quantitativen RT-PCR. (A) RNA aus 
humanen Stroma- bzw. PDAC-Zelllinien und (B) RNA aus murinen PDAC-Zelllinien, dargestellt 
in Form von in agarosegelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkten. S: 100 bp-Standard. 
Die Wasserkontrollen waren negativ. 
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Vergleichend dazu ergab die quantitative RT-PCR mit RNA aus Zelllinien des im Labor 
verwendeten PDAC-Mausmodells, dass von fünf untersuchten Linien zwei SFRP1 relativ 
stark (K8282 und K8675) und eine nur sehr schwach (K9043) exprimieren (Abb. 3.2, B). 
Zwei Linien dagegen exprimierten gar kein SFRP1. 
3.1.3 SFRP1-Proteinexpression in PDAC-Zelllinien  
Um den Expressionsstatus von SFRP1 auf Proteinebene zu untersuchen, wurden 
Proteinlysate diverser humaner und muriner Zelllinien verwendet. Die hierbei getesteten 
Linien repräsentieren humanes Pankreaskarzinom (PANC-1, HPAF-II, Capan-1, Capan-2, 
AsPC1, MIA PaCa-2, Colo 357), damit assoziierte Stromazellen (Klon2.2),  normales 
Pankreasgangepithel (HDPE-E6E7), andere Tumorarten (HeLa-Cervix-, MCF-7-Brust- 
und HCT 116-Colonkarzinom) und fetales Nierenepithel (Hek 293T). Weitere Lysate aus 
murinen PDAC-Zelllinien (K9043, K8484, K8849, K8282 und K8675) und murinen 
embryonalen Fibroblasten (3T3) wurden zum Vergleich eingesetzt. Die denaturierten 
Proteine wurden für den WB auf einer Membran immobilisiert und mit einem Kaninchen-
Ak gegen SFRP1 nachgewiesen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.3:   Bestimmung der SFRP1-Expression auf Proteinebene durch WB. Aufgetragen wurden RIPA-
Lysate mit jeweils 10 µg bzw. 20 µg (mPDAC) Protein diverse humaner und muriner Zelllinien. 
Die Färbung erfolgte mittels eines Kaninchen-anti-FRP1(=SFRP1)-Aks. Als Positivkontrollen 
dienten Lysate stabil SFRP1-transfizierter Klon2.2- (Klon3) bzw. MIA PaCa-2-Zellen (M18). Da 
überall gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden, wurde auf eine weitere GAPDH-Färbung 
verzichtet. 
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Die Immunfärbung der WBs ergab, dass von den Lysaten aus humanen Zelllinien nur die 
Positivkontrolllysate aus den stabil mit hSFRP1 transfizierten Klon2.2-Zellen („Klon3“) 
bzw. MIA PaCa-2-Zellen („M18“) SFRP1 als Protein beinhalteten. Von den murinen 
Zelllinien war das 3T3-Fibroblastenlysat als einziges positiv. 
3.1.4 MS-PCR und Methylierungsanalyse von Bm Pankreaszell-
linien- und Gewebe-DNA 
Es konnte bereits gezeigt werden, dass SFRP1 bei einer Vielzahl verschiedener Tumoren 
durch Hypermethylierung des Promotors herunterreguliert ist (Suzuki et al., 2004; Nojima 
et al., 2007; Takagi et al., 2008; Sogabe et al., 2008). Zudem konnte im Rahmen dieser 
Arbeit gezeigt werden, dass es einen SFRP1-Expressionsunterschied zwischen den 
Stromata der Patienten mit CP und mit PDAC sowie die generelle Reduktion der SFRP1-
Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum CP-Gewebe (siehe 3.1.1) gibt. Das 
wiederum lässt vermuten, dass es eine Herunterregulation der SFRP1-Genexpression auch 
im Verlauf der PDAC-Tumorprogression geben könnte. Um zu untersuchen, ob es einen 
Zusammenhang zwischen der Verringerung der Proteinexpression und dem Methylierungs-
status von Pankreaskarzinomzellen gibt, wurde zunächst die MS-PCR durchgeführt. Es 
zeigte sich hierbei, dass von den vier PDAC-Zelllinien und den Kontrollen bei 
MIA PaCa 2, Capan-1 und AsPC1 sowie bei der Positivkontrolle (humane, vollmethylierte 
DNA) SFRP1 in der methylierten Version nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.4, A). 
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Abb. 3.4:   Erfassung des allgemeinen Methylierungsstatus des SFRP1-Promotors durch MS-PCR mit Bm 
Template-DNA. Aus (A) diversen humanen Zelllinien bzw. Kontroll-DNAs sowie (B) murinen 
PDAC-Zelllinien, es wurden jeweils Primer spezifisch für methylierte und Primer spezifisch für 
unmethylierte CpGs auf dem SFRP1-Promotor verwendet. S: 100 bp Standard. Die 
Wasserkontrollen waren negativ. 
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Bei Klon2.2 und PANC-1 sowie der Negativkontrolle mit DNA aus den einkernigen Zellen 
des peripheren Blutes (PBMCs) eines normalen Blutspenders konnte SFRP1 nur in der 
unmethylierten Version amplifiziert werden. Bei den Maus-PDAC-Zelllinien erwiesen sich 
die Linien K8849 und K8484 als in diesem SFRP1-Promotorabschnitt methyliert und die 
Linien K9043, K8282 und K8675 sowie die Positivkontrolle, murine Leber, als 
unmethyliert (Abb. 3.4, B). 
Da anscheinend der Methylierungsstatus für eine kleine Stelle am Anfang des 
Promotors nicht unbedingt ausschlaggebend für das Ausschalten oder die Aktivierung des 
SFRP1-Promotors ist, wurden genauere Untersuchungen nötig. Für eine detailierte 
Beschreibung des Methylierungsmusters der kompletten CpG-Insel des SFRP1-Promotors 
wurde daher die DNA-Sequenz mittels sieben Primerpaaren, die spezifisch die Bm DNA 
dieses Bereiches erkennen und in hintereinander liegende Fragmente teilen, amplifiziert 
(Abb. 3.5). Diese Fragmente aus verschiedenen PDAC-Zelllinien wurden in 
Sequenzierungsvektoren zwischenkloniert und sequenziert, um die genaue Basenabfolge 
und damit das Methylierungsmuster der CpGs in der SFRP1-Promotorregion zu erfassen.  
UCSC Human Genome Browser: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.5:   SFRP1-CpG-Inselfragmente für die Bisulfitsequenzierung. Im oberen Bildteil ist der Übersicht 
halber das humane Gen SFRP1 (NM_003012) in seiner gesamten Länge als cDNA (blau) und 
RNA (schwarz) sowie die CpG-Insel (grüner Block) und die DNA-Sequenz für das Primerdesign 
(schwarzer Block, oben) dargestellt. Im vergrößerten Ausschnitt (roter Rand) befindet sich das 5‘-
Ende des SFRP1-Gens. Die Aufteilung der CpG-Insel erfolgte durch 7 Primerpaare, welche die 
Fragmente 1-7 in 5‘-3‘-Richtung ergaben und damit eine optimale Sequenzierung der gesamten 
Region ermöglichten. 
Nach Auswertung der Sequenzen mit dem BiQ Analizer konnte eine Übersicht 
erstellt werden, in der alle CpGs der CpG-Insel im SFRP1-Promotor und deren 
Methylierungsstatus für alle 6 Klone der untersuchten Proben dargestellt sind (Abb. 3.6).  
3‘ 5‘ 
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Abb. 3.6:   Methylierte Einzel-CpGs der Fragmente 1-7 im SFRP1-Promotor nach Bisulfitsequenzierung. Es 
wurden pro Zelllinie und je Fragment 6 Klone sequenziert. Dunkelgraue Kästchen: methylierte, 
hellgraue Kästchen: nicht ermittelbare, weiße Kästchen: unmethylierte CpGs. 
Klon-Nr.: 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
CpG:
1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
4 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
12 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
18 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
19 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 x 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
21 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
23 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
24 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
28 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
29 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
30 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
31 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0
32 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
33 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
34 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
36 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
38 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
39 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
40 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
41 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
42 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
43 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
46 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
47 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
49 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
51 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
52 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
53 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0
54 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
55 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
56 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
57 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
58 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
59 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
61 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
62 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
64 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1
65 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
66 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
67 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
68 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
69 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
70 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
71 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
73 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
74 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1
75 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
76 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
77 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
78 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
79 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
80 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
81 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
82 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0
83 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
84 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
85 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
86 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
87 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
88 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
89 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
90 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
91 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
92 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
93 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
94 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
95 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1
96 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0
97 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
98 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
99 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0
101 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
102 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0
103 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0
104 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
105 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1
106 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1
107 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0
108 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
109 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0
110 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
111 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0
112 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
113 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0
114 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
115 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
116 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
117 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
118 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
119 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0
120 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
121 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
122 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
123 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1
124 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0
125 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1
126 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0
127 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0
128 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
129 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
130 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
131 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
132 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
133 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
134 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0
135 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
136 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1
137 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1
138 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0
139 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0
140 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
141 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
142 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
143 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
144 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
145 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
146 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
147 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0
148 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
149 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0
150 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
151 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
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Daraus ergab sich die Erkenntnis, dass die PDAC-Zelllinien AsPC1 und Capan-1 sowie die 
Kontrolle aus vollmethylierter DNA tatsächlich in der kompletten untersuchten  CpG-Insel 
methyliert sind. MIA PaCa-2, ebenfalls sehr stark methyliert, zeigt im Unterschied zu den 
anderen PDAC-Zellinien eine leichte Methylierungsreduktion im Fragment 1 auf 60 %. 
D.h., es waren nur vier von sechs untersuchten Klonen vollmethyliert, wohingegen bei 
allen anderen methylierten Zelllinien gerade im ersten Fragment immer alle Klone zu 
annähernd 100 % methyliert waren. Die Linie PANC-1 dagegen weist überraschender-
weise keine nennenswerte Häufung von Methylierungen auf und ähnelt, bis auf wenigen 
zusätzlichen Methylierungen in der 2. Promotorhälfte, eher den unmethylierten, 
nichkanzerösen Linien Klon2.2 und HDPE-E6E7. Interessanterweise zeigen sich bei der 
DNA aus Tumorpatientengewebe zwei Methylierungsschwerpunkte. Der Erste betrifft 
Fragment 1 und 2 und der Zweite die Fragmente 5-7. Die DNA aus normalen PBMCs 
zeigte ebenfalls eine schwache Häufung der Methylierung in der zweiten Hälfte des 
Promotorabschnittes. Nach Bildung der Mittelwerte für die Methylierungshäufigkeiten für 
jedes CpG ergab sich für jede der Proben ein eigenes Methylierungsmuster (Abb. 3.7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.7:   Methylierungsanalyse von Bm Pankreaszelllinien- und Gewebe-DNA. Dargestellt wurden die 
mittleren prozentualen Anteile an methylierten CpGs pro Fragment aus 6 Sequenzen für jede 
Zelllinie/Gewebeprobe, wodurch ein für die entsprechende DNA-Quelle typisches Kurvendia-
gramm entstand. Der Mittelwert für die Promotorgesamtmethylierung steht in Klammern. Diese 
Analyse wurde für jede DNA mindestens einmal wiederholt. 
   SFRP1-CpG-Insel-Fragment 
Normale PBMCs 
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Die folgende Übersicht zeigt zusammenfassend die Ergebnisse der molekular- und 
epigenetischen Untersuchungen dieser Arbeit bezüglich der SFRP1-Expression bei 
verschiedenen Tumorzelllinien von Maus und Mensch. Aus Gründen der Übersichtlichkeit 
sind in den Abbildungen nicht immer alle der hier zusammengefassten Linien und Gewebe 
dargestellt. Es geht daraus hervor, dass es humane PDAC-Zelllinien gibt, bei denen 
scheinbar ein Zusammenhang zwischen methyliertem SFRP1-Promotor und dem Fehlen 
von mRNA und daher auch von Protein besteht. Die methylierten Linien (AsPC1, BxPC3 
und Capan-1) unterschieden sich von den unmethylierten Linien (HDPE-E6E7, Klon2.2, 
PANC-1) folgerichtig im Mangel an SFRP1-mRNA. Jedoch konnte bei keiner dieser 
Linien SFRP1-Protein nachgewiesen werden. Ähnlich verhalten sich die murinen PDAC-
Zelllinien. Bei zweien (K8484 und K8849) konnte eine Methylierung des Promotors und 
ein Fehlen der mRNA gezeigt werden. Die drei anderen (K8282, K8675 und K9043) 
waren unmethyliert im SFRP1-Promotor und zeigten entsprechende Transkription. Aber 
auch hier (außer in der Positivkontrolle, Mausleber) gab es keine Proteinexpression. 
Interessanterweise wich die humane PDAC-Zelllinie MIA PaCa-2 von all diesen Linien ab, 
da sie, obwohl komplett methyliert (bis auf das Fragment 1), ebenfalls SFRP1-mRNA 
exprimierte. Lediglich die fehlende Proteinexpression hatte diese Linie mit den anderen 
Zelllinien gemeinsam.  
Tab. 3.2:  Übersicht aller untersuchten humanen und murinen Zelllinien und Gewebe bezüglich ihres 
Methylierungsstatus sowie der Expression von humanem SFRP1 auf Protein- und RNA-Ebene.  
      
Organismus Herkunft Zelllinie/Gewebe Methylierung mRNA Protein 
Homo 
sapiens 
PDAC 
AsPC1 + - - 
Capan-1 + - - 
BxPC3 + - - 
MIA PaCa-2 + + - 
PANC-1 - + - 
Patientenpool -/+ n. u. n. u. 
Klon2.2 - + - 
Zervixkarzinom Hela n. u. - - 
Nierenkarzinom Hek 293T n. u. + - 
 normales Pankreas HDPE-E6E7 - + - 
normal Leber n. u. + + 
Mus 
musculus 
PDAC 
K8282 - + - 
K8484 + - - 
K8675 - + - 
K8849 + - - 
K9043 - (+) - 
normale Fibroblasten 3T3 - n. u. + 
normal Leber - + + 
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3.2 Funktionelle Untersuchungen von SFRP1 in 
Pankreaszelllinien 
3.2.1 Überprüfung der Regulierbarkeit des Tet-Off-Systems 
Um in funktionellen Analysen untersuchen zu können, ob eine Überexpression von SFRP1 
eine Auswirkung auf das Metastasierungsverhalten von Pankreaskarzinomzellen hat, war 
die Etablierung eines transgenen Zellkulturmodells die Voraussetzung. SFRP1 könnte 
Einfluss auf den Zellzyklus nehmen, da es den Wnt-Signalweg hemmt (Kawano und 
Kypta, 2003), und somit das Heranwachsen potenzieller stabiler Klone beeinträchtigen.  
 
A           B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.8:   Herstellung transient SFRP1-exprimierender Zelllinien mittels Lipofektion zur Kontrolle der 
Funktionstüchtigkeit des hergestellten Konstruktes pBI-L-SFRP1 sowie zur Überprüfung der Tet-
off-Regulierung. Der Transfektionsmix bestehend aus leer- bzw. SFRP1-pBI-L-Konstrukt und 
Transkriptionsaktivatorexpressionsvektor pTet-Off advanced wurde hierfür für 48 h in An- bzw. 
Abwesenheit von Dox im Zellkulturüberstand belassen. (A) Anschließend erfolgte die Lyse der 
transfizierten Zellen in RIPA-Puffer für die WB-Analyse (10 µg Protein). (B) Weitere Ansätze der 
entsprechend vorher auf Deckgläschen ausplattierten und dann transfizierten Zellen wurden fixiert 
und einer Immunfluoreszenzfärbung zur Lokalisierung der transienten Expression unterzogen. 
Blau: DAPI-Färbung der Zellkerne, rot: WGA-Färbung der Zell- und Golgi-Membranen, grün: 
SFRP1. Die Ergebnisse sind beispielhaft für AsPC1, PANC-1 und Klon2.2 dargestellt. 
Es musste also mit einem mit Tc-regulierbaren Vektorsystem sichergestellt werden, dass 
SFRP1 kontrolliert an und ausgeschaltet werden kann. Die Transfektion wurde zunächst 
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mittels Lipofektion, transient mit den vier Zelllinien AsPC1, PANC-1, MIA PaCa-2 und 
Klon2.2 getestet (Abb. 3.8). Leider schädigte die transiente Transfektion die MIA PaCa-2-
Zellen aufgrund deren Empfindlichkeit gegenüber der Transfektionsreagenz zu stark. 
Daher entfielen diese Proben. Im WB wurde deutlich, dass das Protein teilweise schon 
exprimiert wird, wenn die Zellen nur mit pBI-L-SFRP1 transfiziert wurden (Klon2.2). 
Wurden die Zellen mit beiden Vektoren transfiziert kam es zu einer stärkeren Induktion 
der SFRP1-Expression, welche mit der Zugabe von 100 ng/ml Dox wieder herunter 
reguliert werden konnte (Abb. 3.8, A). Die Immunfluoreszenzfärbung der transient transfi-
zierten Zellen zeigte eine diffuse Lokalisierung des Proteins im Cytosol (Abb. 3.8, B). 
3.2.2 Stabile Zelllinien durch Lipofektion 
3.2.2.1 Screening auf positive SFRP1-Klone nach Lipofektion 
Es stellte sich heraus, dass die Linien PANC-1 und AsPC1 mit der Methode der 
Lipofektion nicht stabil transfizierbar waren. Nachdem 30 Klone der Zelllinie Klon2.2 und 
20 Klone der Zelllinie MIA PaCa-2 dem Selektionsdruck im Medium standhalten konnten, 
wurden sie per WB auf SFRP1-Expression hin analysiert. Unter den Klon2.2-Klonen 
konnte in einem ersten Durchlauf ein stabil SFRP1-Protein-exprimierender Klon („Klon3“) 
generiert werden, der sich jedoch als nicht regulierbar erwies (Abb. 3.9, A und B). Dieser 
Klon war zudem in der Lage, SFRP1-Protein in das Medium zu sekretieren (Abb. 3.9, C). 
In einem weiteren Transfektionsansatz entstanden noch sieben zusätzliche, nicht mehr so 
stark, stabil SFRP1-exprimierende Klone, von denen einige schwach regulierbar waren 
(K19.2, K20 und K23) (Abb. 3.9, D). Nach Immunfluoreszenzfärbung von Klon3 konnte 
unter dem Laser-Scanning-Mikroskop eine starke SFRP1-Färbung im kompletten Cytosol 
beobachtet werden (Abb. 3.9, E). 
Aus den 20 MIA PaCa-2-Klonen gingen fünf Klone (M2, M3, M6, M18 und M20) 
hervor, die SFRP1-Protein exprimierten (Abb. 3.10, A). Davon war der Klon M18 
derjenige mit der stärksten SFRP1-Expression und auch der einzige, dessen SFRP1-
Expression regulierbar war (Abb. 3.10, B). Sogar schon die Dox-Konzentration von 
1 ng/ml führte zur Herunterregulierung von SFRP1. Nur der Klon M18 war auch in der 
Lage, das Protein in den ÜS zu sekretieren (Abb. 3.10, C). Da die Klone, bis auf M18 und 
M20, eine teilweise nur sehr schwache SFRP1-Proteinexpression zeigten, lag die 
Vermutung nahe, dass diese Klone eine Mischpopulation aus Zellen mit und ohne SFRP1-
Expression waren. Daher wurden diese noch ein weiteres Mal in einer sehr niedrigen 
Dichte ausgesät und erneuter Antibiotikaselektion ausgesetzt, damit Subklone angezogen 
werden konnten. Die SFRP1-Expression konnte so gesteigert werden (nicht als WB-
Abbildung gezeigt) und einige sekretierten sogar SFRP1 in das Medium (Abb. 3.10, D). 
Die Immunfluoreszenzfärbung ergab unter dem LSM ausgewertet eine diffuse Färbung im 
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Cytosol, sowie eine stärkere Ansammlung von SFRP1 an den Zellgrenzen und im Bereich 
des Golgi-Apparates (Abb. 3.10, E, weiße Pfeile). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.9:   Etablierung von stabil SFRP1-exprimierenden Zellklonen aus der humanen Pankreas-
Fibroblastenzelllinie Klon2.2. Durch Lipofektion dreifachtransfizierte (SFRP1-pBI-L, pTet-off 
advanced, linearer Hygromycin B-Marker) Mischpopulationen wurden durch Selektionsdruck mit 
200 µg/ml Hygromycin im Kulturmedium ca. 10-14 Tage kultiviert, um Kolonien zu erhalten, die 
mit Hilfe steriler Klonierungszylinder und Trypsinieren vereinzelt wurden. (A) 10 µg Lysat der 13 
im ersten Durchgang gepickten Klone wurden per WB und anti-SFRP1-Ak-Färbung analysiert. 
(B) Zur Untersuchung der Expressionsregulierung wurden positive (Klon3-) Zellen in Anwesenheit 
von 10, 100 und 2000 µg/ml Dox für 3-4 Tage im Medium kultiviert. (C) Die SFRP1-Sekretion von 
Klon3 ins Kulturmedium wurde mittels TCA-Proteinfällung und Blotten der Lysate untersucht 
(4 µg Protein). (D) Eine weitere Transfektion ergab weitere Klon2.2-Klone, welche in An- und 
Abwesenheit von Dox kultiviert wurden (11 µg Protein). (E) Klon3-Zellen wurden 
immunhistochemisch gefärbt und unter dem LSM zur Lokalisierung der stabilen SFRP1-
Expression untersucht. 
38 kDa 
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Abb. 3.10: Etablierung von stabil SFRP1-exprimierenden Zellklonen aus der humanen PDAC-Zelllinie 
MIA PaCa-2. Durch Lipofektion dreifachtransfizierte Mischpopulationen wurden durch Selek-
tionsdruck mit 400 µg/ml Hygromycin und 800 µg/ml G418 im Kulturmedium ca. 14 Tage 
kultiviert, um Kolonien zu erhalten. (A) 10 µg Protein im Lysat der 22 gepickten Klone wurden per 
WB analysiert. (B) Zur Untersuchung der Expressionsregulierung wurden Zellen von 4 positiven 
Klonen in Ab- bzw. Anwesenheit von 10, 100 und 1000 µg/ml Dox für 3-4 Tage im Medium 
kultiviert (20 µg Protein). (C) Die SFRP1-Sekretion dieser Klone wurde mittels TCA-
Proteinfällung und WB untersucht (20 µg Protein). (D) Eine Subklonierung ergab weitere 
MIA PaCa-2-Klone, fett hervorgehoben sind Klone mit SFRP1-Sekretion. (E) Klon M2-Zellen 
wurden immunhistochemisch gefärbt und unter dem LSM zur Lokalisierung der stabilen SFRP1-
Expression untersucht (weiße Pfeile markieren SFRP1-Ansammlungen). 
3.2.2.2 Scratch-Assay nach Lipofektion 
Um zu untersuchen, inwiefern SFRP1-Überexpression das migratorische Verhalten von 
Pankreaskarzinomzellen beeinflusst, wurde ein Scratch-Assay durchgeführt. Von drei 
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durchgeführten Versuchen mit dem stabil SFRP1-exprimierenden Klon2.2-Klon „Klon3“ 
und der entsprechenden Leerkontrolle „Klon1“ konnte in den ersten beiden Versuchen eine 
signifikante Reduktion der Migration der stabil SFRP1-exprimierenden Klon2.2-Zellen im 
Vergleich zur Leerkontrolle nach 24 h nachgewiesen werden. Der dritte Versuch ergab 
dieses Resultat nur tendenziell (Abb. 3.11, A und B). Nach 48 h waren alle Wells 
zugewachsen und wurden daher nicht mehr ausgewertet. 
 
    A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.11:  Ergebnisse aus dem Scratch-Assay mit durch Lipofektion generierten Klon2.2-Klonen. 
Konfluente Zellrasen bestehend aus SFRP1-exprimierenden und Kontrollzellen wurden mit einer 
sterilen Pipettenspitze verletzt. (A) Es folgte das Fotografieren derselben Stellen (repräsentative 
Bilder) sofort (0 h) und 24 h später. (B) Über die Bildpixelmessung der noch freien Fläche  
(innerhalb der hellen Linie) und die Umrechnung auf den jeweiligen zugewachsenen 
Flächenanteil der entsprechenden 0 h-Kontrolle wurde die SFRP1-abhängige Migration 
gemessen. Grafisch dargestellt sind die Ergebnisse aus drei Versuchen, wobei jeweils die 
Mittelwerte aus drei bis vier Einzelbildern aus zwei Wells zusammengefasst wurden sowie eine 
Zusammenfassung der Daten der drei Versuche. Die Signifikanzen wurden mit dem T-Test 
ermittelt. 
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 Die Durchführung des Experimentes mit drei stabil SFRP1-exprimierenden 
MIA PaCa-2-Klonen (M2, M2.6 und M20) und einem Leerkontrollklon (M9) ergab, dass 
die SFRP1-exprimierenden Klone die Zellrasenverletzungen nach 24 h und auch noch nach 
48 h signifikant langsamer geschlossen haben, als die entsprechenden Kontrollzellen  
(Abb. 3.12, A und B). 
 
       A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       B 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12:  Ergebnisse aus dem Scratch-Assay mit durch Lipofektion generierten MIA PaCa-2-Klonen. 
Konfluente Zellrasen bestehend aus SFRP1-exprimierenden und leertransfizierten Kontrollzellen 
wurden mit einer sterilen Pipettenspitze verletzt. (A) Durch Fotografieren derselben Stellen 
(Beispielbilder) sofort, 24 h und 48 h später wurde über die Bildpixelmessung der noch freien 
Fläche (innerhalb der hellen Linie) die SFRP1-abhängige Migration gemessen. (B) Für die 
grafische Darstellung der Ergebnisse wurden jeweils die Mittelwerte aus 3-5 Einzelbildern pro 
Linie aus zwei Wells zusammengefasst. Die Signifikanzen wurden mit dem T-Test für 24 h und 48 h 
ermittelt. 
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3.2.2.3 Invasionsassay nach Lipofektion 
Um die Beeinflussung der gerichteten Migration von Pankreaskarzinomzellen entlang 
eines chemischen Gradienten durch SFRP1 zu untersuchen, wurde der Invasionsassay 
durchgeführt. Hierbei müssen sich die Zellen durch enge Poren zwängen, um von einem 
FKS-Mangelmedium in das reichhaltigere Medium zu gelangen.  
Invasionsassay mit stabil transfizierten Zellen 
Bei der Durchführung dieses Versuches mit den durch Lipofektion generierten Klonen 
reagierten die beiden Zelllinien Klon2.2 und MIA PaCa-2 unterschiedlich.  
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.13:  Ergebnisse aus dem Invasionsassay mit durch Lipofektion generierten (A) MIA PaCa-2- und (B) 
Klon2.2- Klonen. 24 h nach Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel, wobei ein FKS-Gradient mit 
höherer Konzentration (10 % FKS)  im unteren Kompartiment aufgebaut wurde. Nach 3 d folgten 
Fixierung, Färbung und Auszählen der durch die Poren nach unten gewanderten Zellen. Der 
Versuch wurde mit jeweils einem Well für je drei SFRP1- und drei Kontrollklone durchgeführt. 
Die Signifikanzen wurden mit dem T-Test ermittelt. 
Hierbei zeigten die SFRP1-exprimierenden Klon2.2-Klone eine relativ geringe 
Migrationsrate (ca. 200 Zellen nach 3 Tagen), wohingegen bei zwei von drei Leerkontroll-
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klonen mehr als doppelt so viel Zellen durch die Membran migrierten. Aufgrund der 
Abweichung des dritten Kontrollklons zu den beiden anderen konnte hierbei jedoch keine 
Signifikanz bei den Mittelwerten errechnet werden (Abb. 3.13, A). Im Unterschied zur 
Fibroblastenlinie Klon2.2 migrierten die MIA PaCa-2-SFRP1-Klone alle in einem höheren 
Ausmaß durch die Membran, als die entsprechenden Leerkontrollklone. Aber auch unter 
diesen Kontrollklonen wich einer relativ stark ab (Abb. 3.13, B). 
Invasionsassay mit konditionierten Überständen 
Um die Art der Wirkungsweise von SFRP1 besser einschätzen zu können, wurde der 
Invasionsassay mit konditionierten Überständen der SFRP1-transfizierten PSC-Linie 
Klon2.2 durchgeführt. Hierbei soll ein intrinsischer (autokriner) Weg ausgeschlossen 
werden, da die verwendeten Wildtypzelllinien das Protein SFRP1 nicht synthetisieren. 
Auch hier zeigte sich ein eher uneinheitliches Bild. Die Mittelwerte für den zur Kontrolle 
(100 %) relativen Anteil an migrierten Zellen liegen für die Zelllinien Klon2.2, AsPC1 und 
PANC-1 bei jeweils rund 36 %, 76 % und 69 %. Bei den MIA PaCa-2-Zellen war durch zu 
hohe Variabilität zwischen den Einzelexperimenten kein Effekt zu verzeichnen. Für die 
Linien Klon2.2 und PANC1 zeigte sich eine signifikante Reduktion der Invasion der 
Zellen in Anwesenheit von SFRP1 im Medium (Abb. 3.14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14:  Ergebnisse aus dem Invasionsassay mit Wildtypzellen und konditioniertem Medium.  1 x 10
5
 
Wildtypzellen wurden in Normalmedium (10 % FKS) auf Zellkultureinsätzen mit für Medium und 
Zellen durchlässiger Membran ausgesät. 24 h später erfolgte ein Mediumwechsel in der unteren 
Kammer mit einem 1:1-Gemisch (10 % FKS) aus SFRP1-konditioniertem (Klon3), bzw. 
Kontrollzell-ÜS und Normalmedium sowie in der oberen Kammer mit FKS-Mangelmedium (1 %).  
Nach weiteren 48 h folgten Fixierung, Färbung und Auszählen der durch die Poren in das untere 
Kompartiment gewanderten Zellen. Grafisch dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei bis drei 
Versuchen. Die Werte sind relativ zu den jeweiligen Kontrollen, bei denen die invadierten Zellen 
100 % entsprechen. Die Signifikanzen wurden mit dem T-Test ermittelt. 
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3.2.3 Stabile Zelllinien durch retrovirale Transduktion 
Die Lipofektion erwies sich als nicht effizient genug, um alle gewünschten Zelllinien zu 
transfizieren. Aber aus Gründen der Vergleichbarkeit sind mehrere unterschiedliche 
transfizierte Tumorzelllinien nötig. Daher wurde eine weitere Transfektionsmethode zur 
Generierung stabil SFRP1-exprimierender Zelllinien angewendet. Bei der retroviralen 
Transduktion werden die Expressionsvektoren nicht wie bei der Lipofektion mittels 
hydrophober Moleküle durch die Zellmembran geschleust, sondern gelangen durch eine 
virale Infektion in die Zelle. Dabei tragen bestimmte Erkennungssequenzen in den 
retroviralen Vektoren aktiv zur gezielten und dauerhaften Integration im Wirtszellgenom 
bei, wohingegen bei der Lipofektion eine Integration eher zufällig stattfindet und nur durch 
ständigen Selektionsdruck aufrechterhalten werden kann. 
3.2.3.1 Überprüfung und Sortierung der durch retrovirale Transduktion 
generierten, stabil SFRP1-exprimierenden Zelllinienpopulationen  
Bevor die viralen Partikel hergestellt wurden, sollte zur Überprüfung der korrekten 
Funktion der retroviralen Expressionsvektoren zunächst eine transiente Testtransfektion 
mit PANC-1 mit anschließendem WB durchgeführt werden. Im Ergebnis wurde deutlich, 
dass beide pRevTRE_IRES2_EGFP-Klone mit der CDS des humanen SFRP1 nur in 
Kombination mit dem Transkriptionsaktivatorvektor pRevTet-Off zur Proteinexpression 
führen (Abb. 3.15, Spalte 2 und 4 im Vgl. zu 1 und 2). Interessanterweise ist die 
Expression mit den retroviralen Vektoren deutlich stringenter reguliert, als mit den 
Vektoren pBI-L und pTet-Off Advanced. Außerdem wurden mit dem retroviralen Vektor 
zwei Varianten des SFRP1-Proteins exprimiert, da noch eine zweite Bande, mit einem 
etwas geringeren Molekulargewicht auf dem Blot erschien (Abb. 3.15, Spalte 2 und 4 im 
Vgl. zu 6). Es könnte sich dabei um eine posttranslationale Modifikation (z.B. Glykosylie-
rung) von SFRP1 handeln (Chong et al., 2002). 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15:  Retroviraler Gentransfer: transiente Testtransfektion. 24 h nach Ausplattieren von 1 x 10
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PANC-1-Zellen mit retroviralen Vektoren zur Kontrolle der Funktionstüchtigkeit des hergestellten 
Konstruktes pRevTRE_IRES2_EGFP_SFRP1 sowie von pRevTet-Off. Der Transfektionsmix 
bestehend aus leer- bzw. SFRP1- pRevTRE_IRES2_EGFP -Konstrukt und Transkriptions-
aktivatorexpressionsvektor pRevTet-Off wurde hierfür für 48 h im Medium belassen. Anschließend 
erfolgte die Lyse der transfizierten Zellen in RIPA-Puffer für die WB-Analyse (7 µg Protein). 
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Da es sich um eine serielle Transduktion zur Generierung stabiler Linien handelte, folgte 
zunächst die Transduktion sowie Selektion der vier Zelllinien AsPC1, MIA PaCa-2, 
PANC-1 und Klon2.2 mit dem regulierbaren pRevTRE_IRES_EGFP_SFRP1-Klon 1 oder 
dem leeren Vektor zur Kontrolle. Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung der 
Transduktionseffizienzen für die so behandelten Zellen zeigte sich ein sehr gutes Ergebnis 
für alle vier Linien (94% - 98% der transduzierten Zellen hatten den Expressionsvektor 
stabil im Genom integriert) (Abb. 3.16). Aber der MFI, ein Maß für die 
Fluoreszenzintensität (in diesem Fall für das Reportergen EGFP), gab an, dass die AsPC1- 
und Klon2.2-Zellen eine relativ schwache Expression zeigten, was sich auch bei der 
Überprüfung im Fluoreszenzmikroskop bestätigte (nicht gezeigt).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.16:  Generierung stabil SFRP1-exprimierender Pankreaszelllinien mittels retroviraler Transduktion 
(1. Vektor). Die vier Zelllinien wurden mit pRevTRE_IRES2_EGFP_SFRP1-tragenden Virusparti-
keln transduziert und für 2 Wochen selektioniert. Durchflusszytometrisch erfolgte die Bestimmung 
der Transduktionseffizienz (%) bzw. der EGFP-Expressionsstärke (MFI) in jeweils 10 000 Zellen 
(grau) im Vergleich zu Wildtypzellen (farblos). 
Der nächste Schritt war die Transduktion dieser Zellen mit weiteren Viruspartikeln, die 
den zweiten Vektor pRevTet-Off enthielten. Diese wurden daraufhin im WB auf Dox-
abhängige SFRP1-Expression hin sowie durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei sah 
man eine gute, durch Dox regulierbare SFRP1-Expression bei PANC-1 und MIA PaCa-2. 
Bei Klon2.2 war die Expression nur schwach, aber regulierbar. AsPC1-Zellen dagegen 
enthielten kaum SFRP1-Protein. Die Doppelbanden scheinen mit der retroviralen 
Expression zusammenzuhängen (Abb. 3.17, A). Die FACS-Messung dieser Zellen zeigte 
einen starken Anstieg der Reportergenexpression bei PANC-1 und MIA PaCa-2 sowie 
gleichbleibend schwache bzw. schwächer werdende Fluoreszenzen bei AsPC1 bzw. 
EGFP-Fluoreszenz-Intensität 
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Klon2.2 im Vergleich zu den Wildtypzellen. Der Anteil an transduzierten Zellen blieb 
gleich, bis auf eine leichte Abnahme bei AsPC-1 (Abb. 3.17, B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.17:  Generierung stabil SFRP1-exprimierender Pankreaszelllinien mittels retroviraler Transduktion 
(2. Vektor). Zellen, die bereits stabil mit pRevTRE_IRES2_EGFP_SFRP1 transduziert waren, 
wurden mit pRevTet-Off-haltigen Viren infiziert und für 2 Wochen selektioniert. (A) Per WB wurde 
die SFRP1-Expression in den Zelllysaten in Abhängigkeit von Dox getestet (20 µg Protein) und 
(B) durchflusszytometrisch erfolgte die Bestimmung der Transduktionseffizienz (%) bzw. der 
Expressionsstärke (MFI) in jeweils 10 000 Zellen (grau) im Vergleich zu Wildtyzellen (farblos). 
Zur weiteren Verifizierung der SFRP1-Lokalisierung innerhalb der Zellkomparti-
mente wurden Immunfluoreszenzfärbungen für SFRP1 an den retroviral transduzierten 
Zellen durchgeführt. Dabei wurde deutlich dass sich das SFRP1-Protein nun viel stärker 
in den Golgi-Apparat anreicherte (z.B. bei PANC-1 und MIA PaCa-2, nur sehr schwach 
bei Klon2.2), als bei durch Lipofektion generierten Klonen, wo SFRP1-Färbungen 
hauptsächlich im Zytoplasma auftraten (Abb. 3.18, vgl. mit Abb. 3.9, E und Abb. 3.10, E). 
Klon2.2 und AsPC1 waren nur sehr schwach SFRP1-gefärbt, sodass hier keine eindeutige 
Aussage zu treffen ist. Scheinbar haben AsPC1- und Klon2.2-Zellen einen Mechanismus 
zur Verringerung der SFRP1-Aktivität entwickelt und so reicherten sich die schwach 
exprimierenden Zellen mit zunehmender Kultivierungsdauer an. Um die Zellen, die das 
Reportergen und damit auch das SFRP1-Gen stark exprimieren anzureichern, wurden die 
gewünschten Zellen anhand ihrer EGFP-Fluoreszenz mit einem FACS aus der 
Mischpopulation heraussortiert und in Form von „stark“ und (um auch einen quantitativen 
EGFP-Fluoreszenz-Intensität 
52 kDa 
38 kDa 
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Effekt beobachten zu können) in „schwach“ fluoreszierenden Populationen getrennt 
weiterkultiviert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.18:  Immunfluoreszenzfärbung der durch retroviralen Gentransfer generierten stabil SFRP1-
exprimierenden Zelllinien. pRevTRE_IRES2_EGFP_SFRP1-/pRevTet-Off-stabil transduzierte 
Zellen der entsprechenden Zelllinien wurden zu je 1 x 10
5
 Zellen pro Well auf sterile Deckgläschen 
ausplattiert und nach 24 h mit PFA fixiert sowie mit einem anti-SFRP1-Ak gefärbt. Die Zellkerne 
wurden mit DAPI gegengefärbt. Mit einem Rotfluoreszenz-gekoppelten Sekundär-Ak erfolgte die 
Detektion von SFRP1, analysiert unter dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. 
Die FACS-Analyse der sortierten Zellen ergab eine deutliche Zunahme der EGFP-
Fluoreszenz bei allen vier Zelllinien in der st-Population im Vergleich zur w-Population 
(Abb. 3.19, A, vgl. blaue mit dunkelgrauer Kurve) und zu den unsortierten Zellen       
(Abb. 3.17, vgl. MFIs).  
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Abb. 3.19:  Anreicherung der stark SFRP1-exprimierenden Zellen durch Sortierung. Mit 
pRevTRE_IRES2_EGFP_SFRP1 und pRevTet-Off stabil transduzierte Zellen wurden am FACS 
sortiert, indem jeweils das am stärksten und das am schwächsten grünfluoreszierende Drittel der 
Gesamtzellpopulation aus dem Gemisch getrennt wurde. Anschließend folgte deren weitere 
Kultivierung als entsprechende Linien „stark“ (st) und „schwach“ (w). (A) Die Anreicherung der 
positiven Zellen sowie die Verstärkung der Fluoreszenz wurden durchflusszytometrisch für 
sortierte und leer- (l) -transduzierte Linien im Vergleich zum Wildtyp (Wt) bestimmt. Die Differenz 
der MFIs zwischen st und w-Popuationen ist als ∆MFI angegeben. (B) Für die Bestimmung der 
SFRP1-Expressionsunterschiede der sortierten Zelllinien im Vergleich zur Leerkontrolle (= 1) 
sind die ∆∆Ct-Ratios aus einer von drei quantitativen RT-PCRs dargestellt. (C) Mittels WB wurde 
die SFRP1-Expression im Zelllysat nach Sortierung überprüft (15 µg Protein). 
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Der Anteil an transduzierten Zellen bei AsPC1 und Klon2.2 konnte so zudem gesteigert 
werden. Da der Leervektor bereits eine gewisse EGFP-Expression in transfizierten Zellen 
auslöst, unterscheiden sich die Intensitäten zwischen Leerkontrolle und w-Population meist 
kaum (Abb. 3.19, A, vgl. hellgraue mit dunkelgrauer Kurve). Der Nachweis von SFRP1 
auf mRNA-Ebene ergab einen deutlichen Beweis der Überexpression des SFRP1-Gens bei 
PANC-1, Klon2.2 und MIA PaCa-2 sowie der neu erworbenen SFRP1-Expression bei 
AsPC1 (Abb. 3.19, B). Nur konnte der erhoffte Expressionsunterschied für SFRP1 
zwischen der st- und der w-Population nicht bei Klon2.2 und MIA- PaCa-2 gezeigt 
werden. Im WB dagegen zeigte sich für alle Zelllinien (bei Klon2.2 ein nur sehr schwacher 
Unterschied) eine stärkere SFRP1-Proteinexpression in Lysaten der st-Population als bei 
der w-Population, jeweils Dox-abhängig (Abb. 3.19, C). 
 Nach Extraktion der Proteine aus dem Zellkulturüberstand der sortierten Zelllinien 
erfolgte die Analyse der SFRP1-Sekretion im WB. Dabei ergab sich eine SFRP1-Sekretion 
für Klon2.2, MIA PaCa-2 und PANC-1, wobei bei letzterer Zelllinien kein Unterschied 
zwischen st- und w-Population auftrat (Abb. 3.20). 
 
   Überstände:  
 
 
Abb. 3.20:  Überprüfung der SFRP1-Sekretion sortierter, stabiler Zelllinien. Mittels TCA-Proteinfällung und 
WB wurde SFRP1 im ÜS von st- und w- Populationen von AsPC1, Klon2.2, MIA PaCa-2 und 
PANC-1 nachgewiesen (10 µg Protein). 
Um die genaue Lokalisierung von SFRP1 in den retroviral transduzierten, sortierten Zellen 
zu erkunden wurden sie mit einem fluoreszenzmarkierten Ak gegen SFRP1 gefärbt und 
entsprechende Bilder mittels LSM aufgenommen. Es deutete sich dabei an, dass SFRP1-
Protein bei allen vier Zelllinien neben einer schwachen, diffusen Zytoplasmafärbung vor 
allem in den Golgi-Vesikeln zu finden war (weiße Pfeile). Es traten aber auch SFRP1-
Färbungen bei PANC-1 in membrannahen Bereichen (Pfeilköpfe) und bei AsPC1 im 
Cytosol (offene Pfeile) auf (Abb. 3.21). 
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Abb. 3.21:  Immunfluoreszenz-SFRP1-Färbung von den durch retroviralen Gentransfer generierten, stabilen 
sortierten Zelllinien. Weiße Pfeile: Golgi-Region, offene Pfeile: Zytoplasma, Pfeilköpfe: 
membrannahe Struktur 
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3.2.3.2 Scratch-Assay nach retroviraler Transduktion 
Der Scratch-Assay mit retroviral transduzierten Pankreaszelllinien wurde mit den 
Populationen „stark“ und „schwach“ der Linien PANC-1, AsPC1, MIA PaCa-2 und 
Klon2.2 durchgeführt, um gleichzeitig eine Mengenabhängigkeit eines möglichen Effektes 
von SFRP1 auf die gerichtete Migration der Zellen auszutesten. Klon2.2-Zellen wurden 
nur für 24 h, alle anderen Zelllinien zusätzlich noch für 48 h beobachtet. Das Ergebnis 
dieses Versuches ist in Abb. 3.22 gezeigt und deutet daraufhin, dass für alle Zelllinien eine 
generelle Tendenz zur Migrationsinhibierung durch die starke SFRP1-Expression im 
Vergleich zur schwachen SFRP1-Expression besteht. Die repräsentativen Beispielbilder 
(Abb. 3.22, A) (jeweils vier Bilder wurden pro Datenpunkt vermessen und zu einem 
Mittelwert zusammengefasst) lassen erkennen, dass die jeweilige Zelllinienpopulation mit 
schwacher SFRP1-Expression schneller nach der Verletzung des Zellrasens zugewachsen 
ist als die mit starker Expression. Dabei ergab sich aber nur für die beiden 
Teilpopulationen von MIA PaCa-2 und PANC-1 ein statistisch signifikantes Ergebnis für 
die Messung nach 24 h. Nach 48 h war der Unterschied bei MIA PaCa-2 immer noch 
signifikant aber für PANC-1 schon nicht mehr so deutlich (Abb. 3.22, B). Klon2.2-Zellen 
dagegen, zeigten insgesamt keinen nennenswerten Unterschied, was wahrscheinlich auf 
den schwachen Proteinexpressionsunterschied zwischen beiden Populationen (Abb. 3.19, 
C) zurückzuführen ist. Die AsPC1-Zellen zeigten in den einzelnen Bildern relativ starke 
Schwankungen in der Bedeckung der verletzten Zellrasenfläche, wodurch ein möglicher 
SFRP1-abhängiger Effekt auf die gerichtete Migration hier nicht statistisch signifikant 
wurde. 
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Abb. 3.22:  Ergebnisse aus dem Scratch-Assay mit durch retroviralen Gentransfer und Sortierung 
generierten humanen Pankreaszelllinien. (A) Durch Fotografieren derselben Stellen sofort und 
24 h bzw. 48 h später wurde über die Bildpixelmessung der noch freien Fläche (innerhalb der 
hellen Linie) die SFRP1-abhängige Migration gemessen. (B) Für die grafische Darstellung sind 
jeweils die Mittelwerte aus vier Einzelbildern zusammengefasst wurden. Die Signifikanzen 
zwischen stark und schwach exprimierenden Zellen für 24 h und 48 h wurden mit dem T-Test 
ermittelt. 
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3.2.3.3 Invasionsassay nach retroviraler Transduktion 
Invasionsassay mit stabil transduzierten Zellen 
Bei der Durchführung des Invasionsassays wurde nun die entlang eines FKS-Gradienten 
gerichtete Migration der stabil SFRP1-transduzierten Zellen mit starker Expression mit der 
der Zellen mit schwacher Expression verglichen. Um einen relativen Vergleich zu 
ermöglichen, wurde die Migration der leertransduzierten Zellen auf 100 % gesetzt. Es 
wurden pro Zelllinie jeweils drei Experimente durchgeführt. Aufgrund starker 
Schwankungen der Auszählergebnisse zwischen den einzelnen Experimenten sind die 
Ergebnisse dieser Experimente sehr uneinheitlich. Beim Vergleich der Signifikanzen 
zwischen der Invasion stark SFRP1-exprimierender Zellen und der entsprechenden 
Leerkontrolle erkennt man einen absoluten invasionshemmenden Effekt bei den Zelllinien 
AsPC1 und PANC-1 in jeweils zwei von drei Experimenten. Im jeweils dritten Experiment 
lagen die st-Werte so stark über den 100 % der Leerkontrolle, dodass hier 
falschsignifikante p-Werte errechnet wurden. Bei MIA PaCa-2 und Klon2.2 zeigte nur ein 
Experiment von dreien ein signifikantes Resultat (Tab. 3.3).  
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.23:  Ergebnisse aus dem Invasionsassay mit durch retroviralen Gentransfer und Sortierung 
generierten humanen Pankreaszelllinien. 24 h nach Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel, wobei 
ein FKS-Gradient mit höherer Konzentration (10 % FKS)  im unteren Kompartiment aufgebaut 
wurde. Nach 3 d folgten Fixierung, Färbung und Auszählen der durch die Poren nach unten 
gewanderten Zellen. Die Werte sind relativ zu den jeweiligen Leerkontrollen, bei denen die 
durchgewanderten Zellen 100 % entsprechen. Pro Experiment wurden 3 Wells angesetzt und 
gemittelt. Die Signifikanzen wurden mit dem T-Test ermittelt. Dargestellt sind die Signifikanzen für 
den Unterschied zwischen st und w. 
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Nur für AsPC1-Zellen war bei zwei von drei durchgeführten Experimenten ein deutlicher 
migrationsinhibierender Effekt bei den st-Zellen im Vergleich zu den w-Zellen zu 
erkennen. Die PANC-1-Zellen zeigten ein ähnliches Resultat in nur einem von drei 
Experimenten. MIA PaCa-2- und Klon2.2-Zellen zeigten in allen drei Experimenten 
keinen signifikanten Unterschied zwischen st und w-Zellen, dennoch ist v.a. bei 
MIA PaCa-2 eine gewisse Tendenz bezüglich einer verringerten Migration bei stärkerer 
SFRP1-Expression zu erkennen (Abb. 3.23, Tab. 3.3). 
Tab. 3.3:  Signifikanzen für die Ergebnisse des Invasionssassays mit retroviral transduzierten Zelllinien 
(T-Test). Verglichen wurden die Ergebnisse aus allen drei Versuchen zwischen stark bzw. schwach SFRP1-
exprimierenden Zelllinien und den jeweiligen Leerkontrollen (falsche Signifikanzen in Klammern). 
 AsPC1 PANC-1 MIA PaCa-2 Klon2.2 
Versuch 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 
p leer vs. st < 0,01 < 0,01 (= 0,05) < 0,01 < 0,01 (= 0,02) n.s. = 0,04 n.s. n.s. n.s. < 0,01 
p leer vs. w = 0,08 < 0,01 (= 0,07) < 0,01 < 0,01 (= 0,06) n.s. < 0,01 n.s. n.s. n.s. = 0,08 
 
Invasionsassay mit konditionierten Überständen 
Hierbei wurde mit SFRP1-konditionierter ÜS als Zusatz im Verhältnis 1:1 mit frischem 
Medium im unteren Kompartiment der Boyden chamber verwendet, um den äußerlichen 
Einfluss von SFRP1 auf die chemisch gerichtete Migration der Zellen durch eine poröse 
Membran zu untersuchen. Retroviral SFRP1-transduzierte Klon2.2-Zellen mit stromalem 
Ursprung dienten hierbei als Konditionierer, um die Gegebenheiten im Pankreaskarzinom 
für die in vitro-Situation grob nachzubilden. Die PDAC-Zellen PANC-1, AsPC1 und 
MIA PaCa-2 des Menschen sowie murine K8282-Zellen wurden als migrierende Wildtyp-
zellen eingesetzt. Das Resultat dieser Experimente ist in Abb. 3.24 dargestellt und 
verdeutlicht, dass alle vier PDAC-Zelllinien durch die Anwesenheit von humanem SFRP1 
im Medium keine Veränderung in ihrem chemotaktischen Migrationsverhalten zeigten. 
Der Effekt aus den Experimenten mit durch Lipofektion von Stromazellen generierten 
Überständen, dass PANC-1-Zellen einen Rückgang in der Migration in SFRP1-
Anwesenheit zeigen, konnte hier nicht bestätigt werden (Abb. 3.24).  
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Abb. 3.24:  Ergebnisse aus dem Invasionsassay mit Wildtypzellen und konditionierten Überständen von 
durch retroviraler Transduktion und Sortierung generierten Klon2.2-st- und leertransfizierten 
Zellen. 1 x 10
5
 Wildtypzellen wurden in Normalmedium (10 % FKS) auf Zellkultureinsätzen mit für 
Medium und Zellen durchlässiger Membran ausgesät. 24 h später erfolgte ein Mediumwechsel in 
der unteren Kammer mit einem 1:1-Gemisch (10 % FKS) aus SFRP1-konditioniertem (Klon2.2-st) 
bzw. Kontrollzell-ÜS und Normalmedium sowie in der oberen Kammer mit FKS-Mangelmedium 
(1 %).  Nach 48 h folgten Fixierung, Färbung und Auszählen der durch die Poren in das untere 
Kompartiment gewanderten Zellen. Grafisch dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei bis 
vier -Experimenten mit Triplettbestimmung. Die Signifikanzen wurden mit dem T-Test ermittelt. 
3.2.4 Einfluss von SFRP1 auf die Expression weiterer Gene 
Um einen Hinweis auf mögliche von SFRP1 beeinflusste Signaltransduktionswege zu 
bekommen, wurden folgende quantitative RT-PCRs übersichtshalber (d.h. nur eine PCR 
ohne Wiederholung) mit aus PDAC-Zelllinien gewonnener cDNA durchgeführt.  
Zunächst wurde untersucht, ob die Anwesenheit von SFRP1 einen Einfluss auf die 
Expression von Genen hat, die an der Regulation des Übergangs von Epithel zu 
Mesenchym (EMT) von Pankreaskarzinomzellen beteiligt sind. Daher wurde die 
Expression von Vimentin (VIM) bei der PDAC-Zelllinie PANC-1 mit und ohne SFRP1-
konditioniertem ÜS näher betrachtet. Dieses Experiment wurde mit reinen Überständen 
aus der Zellkultur von durch Lipofektion stabil SFRP1-exprimierenden Fibroblastenzellen 
(Klon3 bzw. Leerkontrolle) und mit denselben, aber 1:1 mit serumfreiem Medium 
verdünnten, Überständen durchgeführt. Zusätzlich wurde die Expression von E-Cadherin 
(CDH1) gemessen. Es zeigte sich nach Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse, dass sich 
die VIM-Expression von PANC-1 in SFRP1-Anwesenheit nicht von der der Leerkontrolle 
unterschied und auch in beiden Experimenten in etwa gleichblieb (Abb. 3.25, A und B). 
Die CDH1-Expression dagegen, erhöhte sich in Anwesenheit von SFRP1 im ÜS um einen 
Ct-Wert (Abb. 3.25, A). Nach Verdünnen des Überstandes zeigte sich dieser Effekt nicht 
mehr, was auf eine nun zu geringe SFRP1-Konzentration schließen lassen könnte und 
damit ein Hinweis auf eine leichte SFRP1-abhängige CDH1-Hochregulierung sein könnte 
(Abb. 3.25, B). 
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Abb. 3.25:  Untersuchung des Einflusses von SFRP1 auf die Expression von Genen des EMT. 24 h nach 
Aussaat von 5 x 10
4
 PANC-1-Zellen in einer 24-Wellplatte wurde das Medium mit entsprechenden 
Überständen ausgetauscht und für 8 Tage auf den Zellen belassen. Nach RNA-Präparation 
erfolgte die qRT-PCR für Vimentin (VIM) und E-Cadherin (CDH1). Grafisch dargestellt sind die 
∆∆Ct-Ratios für das Experiment mit (A) unverdünnten und (B) 1:1 mit serumfreiem Medium 
verdünnten SFRP1-Überständen im Vergleich zur Leerkontrolle (= 1). 
Aufgrund der eher selten beobachteten β-Catenin-Kernfärbung bei PDAC und von 
Hinweisen für eine Beteiligung des nichtkanonischen Wnt-Signalweges an der PDAC-
Tumor-Stromawechselwirkung sowie der Tatsache, dass SFRP1 auch nichtkanonische 
Signalwege beeinflussen kann, wurden Gene des planaren Zellpolaritätsignalweges (PCP) 
SFRP1-abhängig untersucht (Watanabe et al., 2003; Rodriguez et al., 2005; Pilarsky et al., 
2008). Als erstes wurden qRT-PCR- sowie WB-Experimente mit cDNA bzw. Zelllysaten 
der PDAC-Zelllinien AsPC1, MIA PaCa-2 und PANC-1 sowie der nichtkanzerösen 
Zelllinien Klon2.2 und HDPE-E6E7 durchgeführt. Es sollte dabei untersucht werden, 
inwiefern es einen Zusammenhang gibt zwischen der endogenen SFRP1-mRNA-Menge 
und der Expressionsstärke der PCP-Gene Frizzled-2 (FZ2), Disheveled-2 (DVL2) und Van 
Gogh-like 2 (VANGL2). Die Ergebnisse hierfür sind in Abb. 3.26 zusammengefasst. Beim 
Vergleich der Expressionsstärken für SFRP1 bestätigte sich, dass die Zelllinien PANC-1, 
MIA PaCa-2 und Klon2.2 schwach, AsPC1 dagegen keine SFRP1-Expression zeigen 
(siehe dazu auch Abb. 3.2). Die endogene SFRP1-Expression scheint hier keinen Einfluss 
auf die Expression der drei untersuchten PCP-Gene zu haben. Vielmehr deutet sich an, 
dass deren Expression vom Zelltyp abhängig ist (Abb. 3.26, A). So zeigte sich, dass sich 
die Expressionen von VANGL2, DVL2 und FZ2 bei den PDAC-Zelllinien hauptsächlich 
maximal bis zu dem Level der Normalzelllinie HDPE-E6E7 bewegen. VANGL2 ist unter 
den drei Proteinen auffälligerweise bei allen drei PDAC-Zelllinien sehr stark 
herunterreguliert. Eine Ausnahme bildet allerdings PANC-1 (mit der höchsten SFRP1-
Expression) mit einer starken Expressionserhöhung von FZ2 um das 2,7-fache. Dagegen 
exprimieren die stromalen Klon2.2-Zellen alle drei PCP-Gene stärker als die Kontrolle 
(VANGL2 um das 7-fache, DVL2 um das 3,7-fache und FZ2 um das 6-fache). Die Analyse 
der PCR-Produkte im Agarosegel unterstreicht diese Ergebnisse (Abb. 3.26, B). Auch auf 
Proteinebene konnte die verstärkte Expression von VANGL2 bei Klon2.2 gezeigt werden. 
Obwohl laut qRT-PCR für alle Zelllinien ungefähr gleich viel DVL2-Information vorliegt, 
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zeigt sich im WB ein differenzierteres Bild. Das DVL2-Protein liegt bei AsPC1 und 
HDPE-E6E7 ausschließlich phosporyliert (aktiviert, obere Bande) vor. Lysate von   
PANC-1 und Klon2.2 enthalten mehr von der phosphorylierten Form als von der 
unphosphorylierten (inaktiv, untere Bande), wohingegen das Verhältnis zwischen beiden 
DVL-Formen bei MIA PaCa-2 umgekehrt ist (Abb. 3.26). Auf eine FZ2-WB-Färbung 
wurde aufgrund des relativ unspezifisch bindenden Aks verzichtet. 
 
  
 
 
 
 
 
B             C 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.26:  Untersuchung der Expression von Genen des nichtkanonischen Wnt- (PCP-) Signalweges. (A) 
Grafisch dargestellt sind die ∆∆Ct-Ratios für diverse humane Zelllinien aus einer qRT-PCR mit 
Primern für SFRP1, FZ2, VANGL2 und DVL2 und repräsentieren die Expressionsunterschiede im 
Vergleich zur normalen Pankreaszelllinie HDPE-E6E7 (= 1). (B) Die PCR-Produkte wurden 
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Wasserkontrollen waren negativ. (C) Die Proteinexpression 
von VANGL2 und DVL2 bei unbehandelten Zelllinien sind per WB untersucht worden (50 µg 
Protein).  
Um den Einfluss einer SFRP1-Überexpression auf die PCP-Gene zu untersuchen und die 
Ergebnisse aus den Untersuchungen mit den Wildtypzelllinien zu evaluieren, wurden qRT-
PCRs und WBs mit cDNA bzw. Proteinlysaten aus den mittels retroviralem Gentransfers 
stabil SFRP1-exprimierenden Zelllinien durchgeführt. Die Ergebnisse hierfür sind in   
Abb. 3.27 dargestellt. Es zeigte sich in der qRT-PCR für VANGL2, dass die sowieso schon 
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relativ schwache VANGL2-Expression bei AsPC1 durch SFRP1-Überexpression noch 
einmal deutlich zurückging, im Vergleich zur w-Population, dessen VANGL-Expression 
ungefähr auf dem Niveau der Leerkontrolle blieb. Dagegen zeigte sich eine leichte 
Zunahme der VANGL2-Expression in Abhängigkeit zur SFRP1-Überexpression bei 
Klon2.2 fast auf das Doppelte und eine sehr starke Zunahme bei MIA PaCa-2 auf das 4,5-
fache in der st-und das Doppelte in der w-Population. Aufgrund des starken Unterschiedes 
zwischen st- und w-Population scheint der Effekt bei MIA PaCa-2 sogar konzentrations-
abhängig zu sein. Bei PANC-1 deutet das qRT-PCR-Ergebnis eher auf keine nennenswerte 
Veränderung in der VANGL2-Expression hin (Abb. 3.27, A). Im WB konnten die 
Ergebnisse bezüglich der VANGL2-Proteinexpression für die übrigen Zelllinien bis auf 
MIA PaCa-2 bestätigt werden. Bei der Analyse der DVL2-Proteinexpression fiel auf, dass 
st-AsPC1-Zelllysate zusätzlich zur leicht stärkeren Phospho-DVL2-Bande noch eine etwas 
tiefer liegende Bande des unphosphorylierten DVL2 aufwiesen.  
 
        A  
 
 
 
 
 
      
         B 
 
 
 
 
 
Abb. 3.27:  Untersuchung des Einflusses von SFRP1 auf die Expression von Genen des nichtkanonischen 
Wnt- (PCP-) Signalweges bei durch retroviralen Gentransfer generierten, sortierten SFRP1-
stabilen Zelllinien. (A) VANGL2-RNA-Expression, dargestellt sind die ∆∆Ct-Ratios der st- und w-
Population im Vergleich zur Leerkontrolle (= 1) aus einer repräsentativen von drei quantitativen 
RT-PCRs. (B) Untersuchung der SFRP1-, VANGL2- und DVL2-Expression auf Proteinebene 
mittels WB (50 µg Protein). 
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Bei MIA PaCa-2 scheinen beide Banden in der st-Probe etwas stärker ausgeprägt zu sein, 
als in der Leerkontrolle. Bei PANC-1 und Klon2.2-Zellen veränderte sich das Verhältnis 
zwischen phosphorylierter und unsphosphorylierter DVL-Bande  in Abhängigkeit von der 
SFRP1-Überexpression im Vergleich zur Leerkontrolle anscheinend nicht (Abb. 3.27, B). 
3.3 Untersuchung der posttranskriptionellen 
Regulation von SFRP1  
Eine Datenbankrecherche mit TargetScanHuman (Version 5.2, Juni 2011, 
http://www.targetscan.org/) für humanes SFRP1 ergab die Vorhersage einiger Kandidaten 
Zielsequenzen in der 3’UTR der SFRP1-mRNA, die aufgrund ihrer konservierten 8-er oder 
7-er Bindestellen rechnerisch zur Seed-Sequenz (siehe 1.2.2) der entsprechend vorausge-
sagten miRNAs passen (Lewis et al., 2005). Die Abb. 3.28, A stellt die Ergebnisse dazu 
grafisch dar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.28:  Bioinformatische Auswahl der infrage kommenden miRNA-Bindestellen. (A) stellt grafisch den 
Abschnitt der 3’-untranslatierten Region auf der SFRP1-RNA sowie die Lokalisierung der darauf 
befindlichen miRNAs laut der Datenbank TargetScan human dar. Charakteristika der Bindestel-
len: Violett: 8-mer (exakter match der Pos. 2-8, gefolgt von A (Adenin)), rot: 7-mer (exakter match 
der Pos. 2-8), blau: 7-mer (exakter match der Pos. 2-7, gefolgt von A), gelber Rand: höhere 
Wahrscheinlichkeit der evolutionären Konservierung innerhalb der Wirbeltiere. Unter (B) ist die 
dazu passende Einordnung der drei Teilfragmente der SFRP1-3’UTR 3U7, 3U8 und 3U9 mit den 
entsprechenden Klonierungsprimern dargestellt. 
3‘ 5‘ 
3‘ 5‘ 
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Um zu überprüfen, ob die vorausgesagten miRNA-Bindestellen in der SFRP1-3’UTR 
tatsächlich eine regulatorische Funktion in Pankreaskarzinomzellen haben, wurden diese 
Abschnitte aus der genomischen SFRP1-Gensequenz aus dem Expressionsvektorklon 
IRATp970D0160D in einen Reportergenvektor (psiCHECK-2, siehe 2.2.2.10) einkloniert. 
Die Abschnitte 3U7 und 3U9 enthalten die entsprechenden Bindestellen für die 
vorausgesagten miRNAs miR-23a/b bzw. miR-27a/b, miR-1/206, miR-144, miR-203 und 
miR-128. Der als Kontrolle dienende Abschnitt 3U8 liegt zwischen den beiden anderen 
und enthält keine vorausgesagte miRNA-Bindestelle (Abb. 3.28, B). 
3.3.1 miRNA-Expression in PDAC-Zelllinien  
Für einen Überblick darüber, welche der von TargetScanHuman vorausgesagten miRNAs 
in PDAC-Zelllinien exprimiert werden, wurde eine qRT-PCR mit kommerziell erworbenen 
miRNA-Primer-Assays durchgeführt. Dabei wurden nur die miRNAs untersucht, die eine 
auch im Mausgenom konservierten Bindestelle besitzen, also miR-23a/b, miR-27a/b, miR-
128 und miR-144. Es wurden daher neben den drei humanen PDAC-Zelllinien 
(MIA PaCa-2, AsPC1 und PANC-1), der nichtkanzerösen, humanen Pankreaszelllinie 
HDPE-E6E7 und der PSC-Linie Klon2.2 auch murine Zelllinien getestet. Die Zelllinie 
K8282 ist ein Beispiel für PDAC bei der Maus und zeigte, wie PANC-1, MIA PaCa-2 und 
Klon2.2, trotz mRNA keine SFRP1-Proteinexpression. Die Mausfibroblastenzelllinie 3T3 
war die einzige Zelllinie der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten, welche eine SFRP1-
Proteinexpression zeigte.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.29:  Untersuchung der Expression von SFRP1-mRNA-bindenden mikro-RNAs bei diversen Zelllinien 
durch qRT-PCR. Normalisiert wurden die Werte mit Ct-Werten für die Kontroll-miRNA RNU-6B2. 
(A) Dargestellt sind die Expressionsunterschiede bei humanen Zelllinien im Vergleich zur 
normalen Pankreaszelllinie HDPE-E6E7 (entspricht 1). Unter (B) sind die ∆Ct-Werte für die 
miRNA-Expression muriner Zelllinien grafisch dargestellt.  
Nach Auswertung der qRT-PCR-Daten wurde deutlich, dass die Expression fast aller 
miRNAs bei den untersuchten humanen Zelllinien reduziert war, im Vergleich zur 
Nichttumorkontrolle HDPE-E6E7. Die humanen Zelllinien zeigten, im Unterschied zu den 
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murinen Zelllinien, eine stark erhöhte Expression von miR-128. Die ist bei MIA PaCa-2 
sogar um das 2-fache und bei PANC-1 um das fast 3-fache der Kontrolle erhöht          
(Abb. 3.29, A). Auffälligerweise hatte die Zelllinie mit der einzigen SFRP1-Protein-
expression (3T3) die geringste Expression dieser miRNA sowie auch insgesamt eine 
schwächere miRNA-Expression, als die murine PDAC-Zelllinie. Das könnte auf einen Zu-
sammenhang zwischen miRNAs und SFRP1-Proteinexpression hindeuten (Abb. 3.29, B). 
3.3.2 Posttranskriptionelle Regulation von SFRP1 
Eine relativ weit verbreitete Methode, die Anwesenheit bzw. regulatorische Wirkung oder 
auch die Bindestelle von miRNAs in humanen Zellen nachzuweisen, ist die Verwendung 
von Reportergenvektoren wie beispielsweise dem psiCHECK-2-Expressionvektor. Zur 
groben Eingrenzung des Bereiches der SFRP1-mRNA, an dem eventuell regulatorisch 
wirksame miRNAs binden könnten, wurden zunächst die 3’- und die 5‘-gelegene UTR 
sowie die CDS von SFRP1 in den psiCHECK-2-Vektor einkloniert. Dafür wurden aus der 
genomischen SFRP1-Gensequenz die entsprechenden Sequenzteile durch PCR mit XhoI- 
(5’-Ende) und NotI- (3’-Ende) Restriktionsschnittstellen versehen und in die MCS des 
Vektors ligiert. Klon2.2, PANC-1, AsPC1 und MIA PaCa-2-Zellen wurden mit diesen 
Konstrukten und dem entsprechenden Leervektor bzw. ohne Vektor transient transfiziert. 
Anschließend erfolgte die Bestimmung der Lumineszenzen von experimenteller Renilla- 
und normalisierender Firefly-Luziferase mittels DualGlo-Luziferase-Assay. Die Abb. 3.30 
stellt die Ergebnisse von drei durchgeführten Experimenten in Form von Mittelwerten dar. 
Es deutete sich an, dass die schwächste Reportergenexpression (also stärkste miRNA-
Wirkung) überraschenderweise bei den mit psiCHECK-2-CDS transfizierten Ansätzen 
aller vier Zelllinien gemessen wurde. Die mit psiCHECK-2-3’UTR transfizierten Ansätze 
zeigten nur für MIA PaCa-2 eine schwächere Lumineszenz, als die leer transfizierten 
Zellen. Bei PANC-1 und AsPC1 ergab sich für dieses Fragment kein Effekt. Klon2.2 wies 
in der 3’UTR interessanterweise die höchste Reportergenexpression auf, was darauf 
hindeuten könnte, dass miRNAs an dieser Stelle sogar die Genexpression in Klon2.2-
Zellen fördern könnten, statt sie zu inhibieren. Eine Erhöhung des Lumineszenzsignals 
ergab sich für alle untersuchten Zelllinien ebenfalls nach Transfektion mit psiCHECK-2-
5’UTR (Abb. 3.30).  
Die 3’UTR von SFRP1 scheint laut Abb. 3.30 zumindest bei MIA PaCa-2-Zellen 
stärker von hemmenden miRNAs beeinflussbar zu sein, als die 5’UTR. Daher wurde als 
nächstes der Bereich in der SFRP1-3’UTR untersucht, der für eine mögliche miRNA-
Bindestelle infrage kommt. Hierfür wurden die in Abb. 3.28, B dargestellten 3’UTR-
Sequenzteile in den psiCHECK-2 Vektor kloniert und ebenfalls nach Transfektion in die 
vier bekannten Zelllinien auf Reportergenexpression hin untersucht. Hierbei zeigten sich 
bei zwei durchgeführten Experimenten ähnliche Ergebnisse, die gemittelt werden konnten.  
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 Abb. 3.30:  Beeinflussung der Luziferaseexpression durch endogene miRNAs nach Einfügen von SFRP1-
Sequenzteilen in einen Reportergenvektor. 3’UTR-, CDS- und  5’ UTR der SFRP1-cDNA wurden 
in den 3’ Bereich des Reportergenvektors psiCHECK-2 kloniert und mittels Lipofektion transient 
in humane Pankreaszelllinien transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Lumineszenzmessung für 
experimentelle Renilla- und normalisierende Firefly-Luziferase mittels DualGlo-Luziferase-Assay. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Lumineszenzeinheiten der normalisierten Renilla-
Luziferase aus drei durchgeführten Experimenten, die je Ansatz in Doppelbestimmungen gemessen 
wurden, abzüglich des Hintergrundes und auf die Kontrolle (leerer psiCHECK-2-Vektor) 
normalisiert. 
Aus den gemessenen Lumineszenzdaten ergab sich eine Reduktion der Luziferaseaktivität 
in allen Zelllinien, die mit dem psiCHECK-2-3U7-Konstrukt transfiziert wurden. Dabei lag 
eine Verringerung der Lumineszenz bei PANC-1 um die Hälfte, bei ASPC1 nur um ein 
Viertel aber bei  MIA PaCa-2 und Klon2.2 um ein Dreiviertel der Leerwertlumineszenz 
vor. Die Werte für das Fragment 3U8 liegen bei Klon2.2 und PANC-1 schon eher in der 
Nähe des Wertes 1, was in etwa der Lumineszenz der Leervektorkontrolle entspricht. Bei 
MIA PaCa-2 ist die Lumineszenz nur auf die Hälfte, bei ASPC1 jedoch sogar auf das fast 
1,5-fache (mit starken Schwankungen) der Leerwertes angestiegen. Interessanterweise 
ergab sich für die Transfektionen mit dem 3U9-Fragment eine starke Erhöhung der 
Lumineszenz: auf das 1,5-fache bei PANC-1 und MIA PaCa-2, auf das 2,5-fache bei 
AsPC1 und  vor allem bei der Stromazelllinie Klon2.2 auf das fast 4-fache der 
Leervektorlumineszenz (Abb. 3.31). Entgegen der Ergebnisse aus dem vorherigen 
Experiment, zeigte sich hier doch eine inhibitorische Wirkung von miRNAs bei Klon2.2 
(sowie bei PANC-1 und AsPC1), jedoch nur in dem kleinen 3U7-Abschnitt der 3’UTRs. 
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Abb. 3.31:  Beeinflussung der Luziferase-Expression durch endogene miRNAs nach Einfügen von SFRP1-
3’UTR-Sequenzteilen in einen Reportergenvektor. Die Fragmente 3U7, 3U8 und 3U9 aus der 
SFRP1-cDNA wurden in den 3’ Bereich des Reportergenvektors psiCHECK-2 kloniert und mittels 
Lipofektion transient in humane Pankreaszelllinien transfiziert. Nach 48 h erfolgte die 
Lumineszenzmessung für experimentelle Renilla- und normalisierende Firefly-Luziferase mittels 
DualGlo-Luziferase-Assay. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Lumineszenzeinheiten 
der normalisierten Renilla-Luziferase, die je Ansatz in Doppelbestimmungen gemessen wurden, 
abzüglich des Hintergrundes und auf die Kontrolle (leerer psiCHECK-2-Vektor) normalisiert. 
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4 Diskussion 
Die Metastasierung von Tumorzellen ist eigentlich ein relativ ineffizienter Prozess, bei 
dem nur etwa 0,01 % aller zirkulierenden Tumorzellen erfolgreich in der Bildung 
sekundärer Tumoren sind (Langley und Fidler, 2011). Trotzdem ist es die unkontrollierte 
Metastasierung, die gerade auch das PDAC zu einem der tödlichsten Tumorarten beim 
Menschen macht. Das kann sowohl durch lokale Infiltration des Gewebes als auch durch 
Befall von entfernt gelegenen Organen durch Lymphe oder Blutgefäße geschehen. 
Metastasen beeinträchtigen die Funktion der betroffenen Gewebe (zusätzlich zum 
Haupttumor) durch lokale Kompression, lokale Gewebsschädigung  oder den Verlust der 
normalen Organfunktion (Liotta und Kohn, 2000). Bei der Untersuchung der Ursachen für 
Tumorprogression und Metastasierung von duktalen Pankreaskarzinomzellen wurde bisher 
vor allem wissenschaftlicher Wert auf die Beurteilung von genetischen oder epigenetischen 
Veränderungen in den Karzinomzellen selbst gelegt. Eine eher untergeordnete Rolle spielte 
dabei der Einfluss des Tumorstromas. Dabei wurde schon bei einer Vielzahl von Tumoren 
die Bedeutung des Stromas auf die Initiierung, Entwicklung, lokale Invasion und 
Metastasierung sowie die Chemoresistenz des Tumors deutlich. Die starke desmoplastische 
Reaktion ist ein Charakteristikum des PDAC. Ausgehend von den Tumor umgebenden 
Fibroblasten stellt diese große Ansammlung von Collagen vom Typ I im Tumorstroma 
eine Barriere für Medikamente, aber kein Hindernis für metastasierende Zellen dar 
(Shields et al., 2012). Durch Wechselwirkungen über Zell-Zellkontakt oder über sekretierte 
Moleküle zwischen dem Tumor und dem umgebenden Gewebe kann es zur Unterstützung 
des Tumorwachstums und damit auch der Metastasierung kommen. Um die molekularen 
Ursachen für dieses Verhalten zu ergründen, liegt das Interesse mittlerweile auch 
zunehmend in der Untersuchung der Genexpressionsunterschiede zwischen Tumor und 
dem ihn umgebenden Stroma. So konnten bereits eine Vielzahl von Genen nachgewiesen 
werden, die als Kandidatengene infrage kämen. Vielversprechende Ergebnisse zeigte eine 
kürzlich erschienene Studie, bei der u.a. auch das Gen SFRP1 erhebliche 
Expressionsunterschiede in stromalen Anteilen von PDAC-Proben im Vergleich zu denen 
von chronischer Pankreatitis aufwies. Eine Herunterregulierung von SFRP1 im Stroma des 
PDAC im Vergleich zu Zellen, die aus entzündlichem Gewebe hervorgingen, lässt 
vermuten, dass es sich dabei um eine spezifische Antwort des die malignen Zellen 
umgebenden Gewebes auf deren Signale handelt (Pilarsky et al., 2008). 
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4.1 Untersuchung der Expression von SFRP1 in 
Pankreasgewebe und Zelllinien 
Um zu untersuchen, ob sich die differentielle Genexpression von SFRP1 im Stoma von 
PDAC-Patienten und chronische Pankreatitis-Patienten auch auf Proteinebene 
wiederspiegelt, wurden im Rahmen dieser Dissertation in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. A. 
Hartmann (Institut für Pathologie, Universitätsklinik Erlangen) TMAs mit entsprechenden 
Patientenproben mittels polyklonaler Ak gegen humanes SFRP1 gefärbt und ausgewertet. 
Als „normal-Stroma“-Kontrolle wurden CP-Patientenproben verwendet. Ein Vergleich der 
beiden Gewebe ist hier möglich, da sie sich grundsätzlich in ihrer Entstehung, Struktur und 
ihren Genexpressionsprofilen ähneln (Binkley et al., 2004). Normale Pankreasproben 
enthalten dagegen kein vergleichbar desmoplastisch verändertes Stroma und stehen 
normalerweise auch nicht zur Verfügung.  
Es zeigte sich also eine signifikante Reduktion der SFRP1-Proteinfärbung im 
PDAC-Stroma. Im Gangepithel war sogar ein fast kompletter Verlust der SFRP1-
Proteinfärbung bei den PDAC-Proben im Vergleich zu den CP-Proben zu verzeichnen. Die 
immunhistochemische SFRP1-Färbung im PDAC-Stroma wurde hiermit erstmalig 
durchgeführt und bestätigte vorherige, differentielle Genexpressionsstudien (Binkley et al., 
2004; Pilarsky et al., 2008). SFRP1 ist ein sezerniertes Glykoprotein. Heparansulfat-
Proteoglycane in der ECM oder an Zelloberflächen spielen oft eine Rolle bei der 
Lokalisierung der Wirkung sezernierter Signalproteine und SFRP1 ist mit einer daran 
bindenden NTR-Bindedomäne ausgestattet (Kim et al., 2011b). Daher beschränkt sich 
dessen Ausbreitung auf die lokale Umgebung der sekretierenden Zellen, wie an den TMA-
Färbungen zu sehen ist. Das konnte in immunhistochemischen Färbungen bereits auch in 
anderen Arbeiten gezeigt werden (Klopocki, 2004; Dahl et al., 2007).  
Die Cox-Regression mit 85 PDAC-Patienten mit R1-Resektionsrand ergab einen 
schwachen Überlebensvorteil der Patienten mit stromaler SFRP1-Färbung gegenüber 
denen ohne entsprechende Färbung. Die Patienten, bei denen keine komplette 
Tumorentfernung vorgenommen werden konnte, erlagen also geringfügig weniger schnell 
ihrer Erkrankung, wenn im Stroma der Tumoren SFRP1 sekretiert wurde. Eventuell könnte 
man daraus eine Tumormarkerfunktion für den Wegfall von SFRP1 ableiten. Desweiteren 
könnte man daraus schließen, dass der Verlust von SFRP1 im PDAC-Stroma eine 
tumorfördernde Wirkung haben könnte. Die Herunterregulierung von SFRP1 im PDAC-
Stroma lässt vermuten, dass es sich dabei um eine Antwort des den Tumor umgebenden 
Gewebes auf Signale der malignen Zellen handelt, da in den Tumorzellen die SFRP1-
Expression schon fast komplett verloren gegangen ist.  
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Es liegen bereits Ergebnisse aus Genexpressionsstudien bei Brustkrebs vor, die die 
These stützen, dass das Stroma mit den epithelialen Bestandteilen des Tumors während der 
Tumorprogression koevolviert und dass die Umgebung des Stromas an der Tumorigenese 
beteiligt ist, noch bevor die Tumorzellen in das Stroma einwandern. Ferner konnte in 
derselben Studie auch in preinvasiven und invasiven Brustkrebsproben eine 
Herunterregulierung von SFRP1 in Tumorepithel und -stroma festgestellt werden (Ma et 
al., 2009). In einer vergleichbaren Genexpressionsstudie mittels cDNA-Chip, in der FFPE-
Proben statt frisch eingefrorene (FF) Proben zur RNA-Gewinnung eingesetzt wurden, 
konnte dieses Ergebnis (sowie auch auf Proteinebene mit FF-Proben) dagegen nur noch für 
das Tumorepithel bestätigt werden (Vargas et al., 2012). Diese Abweichung könnte jedoch 
auch in der variablen Qualität von FFPE-Proben begründet liegen. Interessanterweise wird 
in einer Studie, in der das Prostatakarzinom im Fokus lag, postuliert, dass das Stroma 
durch eine beobachtete Überexpression von SFRP1 zur Generierung pro-proliferativer 
Signale für das angrenzende Epithel befähigt wird, obwohl gleichzeitig der Wnt/ß-Catenin-
Signalweg in den Epithelzellen inhibiert wird (Joesting et al., 2005). Die gegensätzlichen 
Beobachtungen bezüglich des stromalen SFRP1-Einfluss bei Brustkrebs und bei 
Prostatakrebs machen den biphasischen Charakter von SFRP1 in der Wirkung als Wnt-
Signalweg-Modulatormolekül deutlich. Üren et al. konnten dazu in einer 
Drosophilazelllinie zeigen, dass in Anwesenheit von Wingless SFRP1 in geringen 
Konzentrationen (bis 2 µg/ml) die Stabilisierung von α-Armadillo (das Drosophila-
Homolog zu β-Catenin) fördert und in höheren Konzentrationen (10 und 25 µg/ml) 
verhindert (Üren et al., 2000).  
Es folgte die Bestimmung des endogenen Expressionsniveaus von SFRP1 in 
humanen Pankreaskarzinom- bzw. Stromazelllinien auf RNA- und Proteinebene, da mit 
diesen Zellen im weiteren Verlauf dieser Arbeit funktionelle in vitro-Analysen zur 
Evaluierung der TMA-Daten durchgeführt werden sollten. Es stellte sich heraus, dass es 
erhebliche Unterschiede im Vorhandensein von SFRP1-RNA innerhalb der humanen und 
murinen PDAC-Zelllinien gab, wohingegen bei normalen Zellen immer SFRP1-Expression 
auf RNA-Ebene nachweisbar war. Die Ergebnisse bezüglich PANC-1 und MIA PaCa-2 
wiederlegen zudem die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, in deren Resultaten bei diesen 
Zelllinien keine endogene SFRP1-Expression festgestellt werden konnte (Bu et al., 
2008a/b; Sato et al., 2003). Wiederum konnten die im Rahmen dieser Arbeit erzielten 
Ergebnisse bezüglich PANC-1 und zusätzlich auch von AsPC1 von anderer Seite bereits 
gezeigt werden (Sato et al., 2003).  
Möglicherweise könnte fehlende SFRP1-RNA durch ein tumorassoziiertes 
Ausschalten durch z.B. Methylierung erklärt werden. Über die SFRP1-Expression der 
übrigen Zelllinien liegt zum derzeitigen Kenntnisstand noch keine veröffentlichte Literatur 
vor. Laut Angaben der Datenbank The human protein atlas wird SFRP1 in den meisten 
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normalen Geweben in schwachen bis moderaten Mengen als Protein exprimiert 
(http://www.proteinatlas.org). Interessanterweise exprimiert, unabhängig vom SFRP1-
RNA-Expressionsniveau, keine der hier untersuchten Pankreaszellen SFRP1-Protein in 
nachweisbaren Mengen. Wahrscheinlich ist die „Grundsekretion“ von SFRP1 in adulten 
Pankreas- oder Pankreaskarzinomzellen zu schwach, um eine gewisse Mindestmenge im 
Zelllysat zu erreichen, die dazu führt, dass Ak-Moleküle auf der WB-Membran in 
ausreichenden Mengen binden können, um ein Detektionssignal auszulösen. Zudem ist 
SFRP1 relativ empfänglich für Degradation und daher recht kurzlebig (Finch et al., 1997). 
Das würde die schlechte Nachweisbarkeit per WB in Geweben, in denen es ohnehin nur 
schwach bis moderat exprimiert wird, erklären.  
Es könnten allerdings auch posttranskriptionelle Mechanismen eine Rolle bei dem 
Verlust der SFRP1-Expression in PDAC-Zelllinien spielen. Dass der verwendete Ak aber 
im Grunde funktionstüchtig war, beweist der Nachweis von endogenem SFRP1 in Lysaten 
aus humaner und muriner Leber sowie in murinen, embryonalen Fibroblastenzellen (3T3) 
sowie von rekombinantem SFRP1 in stabil transfizierten Zelllinien. Die Schlussfolgerung 
aus der Untersuchung der SFRP1-Expression in PDAC-Zelllinien ist, dass es Unterschiede 
in der SFRP1-mRNA-Expression zwischen den Zelllinien gibt, aber keine 
Proteinexpression, weder in normalen noch in Karzinomzellen oder in PSCs. Aufgrund des 
Fehlens von endogenem SFRP1-Protein konnten diese Zellen zur stabilen Transfektion mit 
diesem Gen verwendet werden. Wegen der genetischen Ähnlichkeiten von MIA PaCa-2 
und PANC-1 und damit guten Vergleichbarkeit und den unproblematischen 
Kulturbedingungen wurden diese Zelllinien und AsPC1 ausgewählt und zusammen mit der 
PSC-Zelllinie Klon2.2 zur Generierung stabil transfizierter Zelllinien verwendet. 
4.2 Untersuchung der epigenetischen und 
posttranskriptionellen Regulation von SFRP1  
4.2.1 Epigenetische Regulation von SFRP1 in Pankreaszelllinien 
Die Ursache für eine stromale Herunterregulierung von SFRP1 im PDAC könnte, wie in 
den epithelialen Tumoranteilen von PDAC und anderer Tumorarten bereits gezeigt,  eine 
Hypermethylierung sein. Auch das bereits festgestellte Fehlen von SFRP1-RNA in den 
humanen PDAC-Zelllinien AsPC1, BxPC3 und Capan-1 und in den murinen PDAC-
Zelllinien K8494 und K8849 deuten darauf hin. Die Ergebnisse der MS-PCR zeigen, dass 
die PDAC-Zelllinien ohne SFRP1-RNA (Capan-1, BxPC3 und AsPC1) erwartungsgemäß 
eine Hypermethylierung im SFRP1-Promotor aufweisen. Die SFRP1-RNA-
exprimierenden PANC-1, HDPE-E6E7 und Klon2.2 zeigten sich dagegen als unmethyliert. 
Bei den Mauszelllinien bestätigen sich die Ergebnisse der RNA-Expressionsanalyse 
4.2 Untersuchung der epigenetischen und posttranskriptionellen Regulation von SFRP1 105 
ebenfalls, da nur die Linien ohne SFRP1-RNA methyliert waren. Überraschenderweise 
zeigte sich aber auch bei MIA PaCa-2 eine SFRP1-Promotormethylierung trotz deutlichen 
Vorhandenseins von SFRP1-RNA. Die MS-PCR-Ergebnisse bezüglich der Zelllinien 
AsPC1, HDPE-E6E7 und BxPC3 bestätigen entsprechende Resultate in einer, die der 
Linien PANC-1 und MIA PaCa-2 sogar in zwei älteren Studien (Sato et al., 2003; 
Watanabe et al., 2006). Die SFRP1-RNA-Expression trotz SFRP1-Promotormethylierung 
wurde so noch nicht beschrieben und könnte darauf hindeuten, dass es feinere 
Unterschiede im Methylierungsprofil der SFRP1-CpG-Insel geben muss, die darüber 
entscheiden, ob ein Gen transkribiert werden kann oder nicht.  
Daher wurde die CpG-Insel von SFRP1 in der DNA von verschiedenen PDAC- und 
-Stromazelllinien sowie aus Patientenproben mittels Bisulfitsequenzierung noch einmal im 
Detail auf Methylierungen hin untersucht. Dabei fiel auf, dass es tatsächlich einen 
Unterschied im Methylierungsmuster des ersten Fragmentes zwischen MIA PaCa-2 und 
den anderen methylierten Zelllinien gibt. Da sich die Primer für die Bisulfitsequenzierung 
an Bereiche ohne CpG anlagern, tun sie dies natürlich auch an unmethylierten Sequenzen. 
Anscheinend sind MIA PaCa-2-Zellen so inhomogen, dass es sich bei ihnen sogar in der 
Methylierung des ersten Teils der SFRP1-CpG-Insel bemerkbar macht. Die hier 
beschriebene SFRP1-RNA-Expression kommt wahrscheinlich nur von dem 40 %-Anteil 
der MIA PaCa-2-Zellen, die besagten Unterschied im Methylierungsmuster aufweisen. Das 
hieße, dass bei einem Teil dieser Zellen eine Methylierung nur im ersten Abschnitt der 
gesamten SFRP1-CpG-Insel darüber entschiede, ob es zur Transkription kommt oder nicht. 
Das wäre auch denkbar, denn normalerweise liegt die Bindestelle der Transkriptions-
faktoren eines Gens und die der RNA-Polymerase II in genau diesem Bereich (Yang et al., 
2007). Und eine Blockade durch Hypermethylierung nur dieses Bereiches könnte 
theoretisch die Transkription verhindern. Etwas konkreter konnte dieses Ergebnis bereits 
schon für die Promotormethylierung des Onkogens HRAS im Zusammenhang mit 
Blasenkrebs formuliert werden. Die Autoren der Studie halten die Demethylierung der 
CpGs mit den Nummern 3, 12 und 28 als bedeutsam für die abnormale Aktivierung der 
Expression und konnten eine signifikante Assoziation zwischen dem Vorhandensein von 
Tumor und dem Methylierungsstatus an diesen CpGs aus dem vordersten Teil der 
entsprechenden CpG-Insel feststellen (Sun et al., 2012). Ferner folgerten Lu et al. aus ihren 
Ergebnissen bei der Methylierungsanalyse von p16 im Zusammenhang mit der Entstehung 
von Magenkarzinomen, dass es zu de novo-Methylierungen im Promotor kommt, indem 
ausgehend von Methylierungen und Nukleosomen im Exon 1 eine Methylierungswelle in 
5‘-Richtung voranschreitet. Mit zunehmender Tumorprogression verlängert sich also der 
methylierte Bereich des Promotors in 5‘-Richtung (Lu et al., 2012). Daraus könnte man 
also schlussfolgern, dass die Zelllinie MIA PaCa-2 (zumindest ein 40 % Anteil der 
Gesamtzellpopulation) eine Art Zwischenstufe im Prozess der Methylierung des SFRP1-
Promotors darstellt. Bei dieser Linie ist die Methylierung teilweise noch nicht weit genug 
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in 5‘-Richtung vorangeschritten, um die Expression der SFRP1-RNA zu verhindern (zur 
Übersicht: Abb. 3.5).  
Interessanterweise gibt es auch in der Probe mit gepoolter Patienten-DNA von 
TMA-Gewebe eine auffällige Inhomogenität zwischen einzelnen Fragment 1-Klonen, 
jedoch sind hier nur 2 von 6 Proben (knapp 40 %) stark methyliert. Nach fast 
unmethylierten Bereichen im Mittelteil der CpG-Insel kommt es dann noch einmal zu 
einem relativ starken Anstieg mit einer maximalen Methylierung von ca. 60 % im hinteren 
Teil, der zum Ende hin wieder abfällt. Das Fragment 6 sowie der größte Teil von Fragment 
5 liegen schon nicht mehr im Bereich des ersten SFRP1 Exons. In normalen somatischen 
Zellen sind diese Bereiche stets methyliert. Auch die unmethylierten Fragmente 4 und 3 im 
Bereich des Exon 1 deuten auf einen normalen aktiven Promotor hin, was nicht so richtig 
zur schwachen Häufung der Methylierung in der für den Transkriptionsstart kritischen 
Region von Fragment 1 und 2 passt. Hier könnte eine beginnende Hypermethylierung des 
SFRP1-Promotors vorliegen. Problematisch bei der Beurteilung dieser Proben ist zum 
Einen die Mischung von Tumorgewebe mit eventuell auch dem Tumor umgebenden 
Normalgewebe und zum Anderen die schlechte Qualität der DNA aus FFPE-Gewebe und 
die zusätzlich noch extrem schädliche Bisulfitbehandlung dieser DNA. Sinnvoll wäre hier 
auch eine Analyse der RNA-Expression gewesen, was jedoch aufgrund der begrenzten 
Menge an Proben nicht möglich war, sowie die Methylierungsanalyse von 
Tumorstromaproben. Was die SFRP1-Promotormethylierung von PDAC-Patientenproben 
angeht, konnten vorherige Untersuchungen mit klarer Hypermethylierung bei 
Tumorproben im Vergleich zu Normalgewebe als Ergebnis nur teilweise im Rahmen 
dieser Arbeit bestätigt werden (Sato et al., 2003; Watanabe et al., 2006; Bu et al., 2008a/b). 
TMA-Proben sind jedoch auch nur eingeschränkt mit den in diesen Studien verwendeten 
frischen Gewebeproben vergleichbar.  
Die unmethylierte CpG-Insel und RNA-Expression von SFRP1 bei Klon2.2-Zellen 
deutet zudem auch auf einen anderen Mechanismus, als die Promotormethylierung, bei der 
Herunterregulierung der stromalen SFRP1-Proteinexpression hin.  
Ein generelles Problem bei der Methylierungsanalyse mit Bm DNA ist die 
Tatsache, dass neben 5mC auch noch 5-Hydroxmethylcytosin nachgewiesen werden kann. 
Zwar ist die Häufigkeit dieses C-Derivates 15-fach geringer als die von 5mC, aber da es 
zur Verdrängung von 5mC-bindenden Proteinen führen kann, hat es ebenfalls Einfluss auf 
die Chromatinstruktur und lokale Transkriptionsaktivität (Tahiliani et al., 2009). Das 
impliziert ein Überdenken sämtliche bisheriger Ergebnisse in diesem Feld, einschließlich 
der aus der vorliegenden Arbeit (Jones, 2012). 
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4.2.2 Posttranskriptionelle Regulation von SFRP1 in PDAC-
Zelllinien 
 Da in keiner der untersuchten PDAC-Zelllinien SFRP1 als Protein nachweisbar 
war, jedoch RNA von einigen Linien exprimiert wurde, muss angenommen werden, dass 
in diesen Fällen die Transkription der DNA in RNA funktioniert, jedoch die Translation 
der RNA in Protein gestört ist. Vermutlich kommt es vor Initiation der Translation zum 
Abbau der SFRP1-Transkripte bzw. zu deren translationaler Hemmung. Dafür kommen 
theoretisch kleine regulatorische Mikro-RNAs (miRNAs) infrage. Daher wurde zunächst 
mittels der Datenbank TargetScanHuman recherchiert, inwiefern es bereits bekannte 
miRNA-Bindestellen in der 3’UTR von SFRP1 gibt. Hierbei ergaben sich neun Treffer. 
Mit der Ausnahme der Bindestelle für miR-128 wurden diese miRNA-Bindestellen auch 
noch von einer weiteren Datenbank für SFRP1 vorausgesagt (http://www.microrna.org). 
Bis auf miR-23b, miR-128 und miR-206 wurden diese miRNAs bereits auch schon in der 
Literatur im Zusammenhang mit der Progression von PDAC erwähnt (Wellner et al., 2009 
(miR-203); Greither et al., 2010 (miR-203); Ikenaga et al., 2010 (miR-203); Jutooru et al., 
2010 (miR-27a); Ma et al., 2010 (miR-23a und miR-27a); Kim et al., 2011a (miR-1); 
Sureban et al., 2011 (miR-144); Ali et al., 2012 (miR-27a/b); Piepoli et al., 2012 (miR-
23a); Yu et al., 2012 (miR-203)). In einer vorangegangenen Studie konnte zum Beispiel 
mittels miRNA-Inhibitorexperimenten bereits gezeigt werden, dass die miR-27a die 
Proliferation, Koloniebildung und Migration von PANC-1 und MIA PaCa-2 fördert, also 
eine onkogene Rolle in PDAC-Zellen spielen könnte (Ma et al., 2010).  
Es sollte daher getestet werden, inwiefern diese miRNAs eventuell eine tumorigene 
Wirkung über den Einfluss auf die SFRP1-mRNA-Expression in Pankreaskarzinomzellen 
haben könnten. Dafür wurde zunächst ein RNA-Expressionsprofil von sechs der neun 
vorausgesagten miRNAs in einer Auswahl von humanen und murinen Pankreaszelllinien 
erstellt. MiR-1, miR-203 und miR-206 wurden hierbei nicht mitbetrachtet, da die 
Zielsequenzen dieser miRNAs im Genom der Maus nicht konserviert sind. Die Analyse 
der Daten ergab, dass nur die miR-128 in den humanen Zelllinien höher, als in der 
normalen Pankreaszelllinie, exprimiert wurde. Auffällig war, dass die gesamte miRNA-
Expression bei der SFRP1-Protein-exprimierenden Zelllinie 3T3 am niedrigsten war und 
dass die miR-128 von allen untersuchten Zelllinien in dieser Linie am schwächsten 
exprimiert wurde. Außerdem zeigten unter den humanen Zelllinien die stromalen Klon2.2-
Zellen ebenfalls die geringste gesamt-miRNA-Expression von allen, wobei die 
immunhistochemischen Analysen von PDAC-Patientenproben eine stärkere SFRP1-
Färbung im Stroma (also auch in PSCs) als im Gangepithel ergaben. Diese Resultate 
könnten eventuell auf einen Zusammenhang zwischen der SFRP1-Proteinexpression und 
dem Expressionsniveau von miRNAs hindeuten. 
4.2 Untersuchung der epigenetischen und posttranskriptionellen Regulation von SFRP1 108 
Es wurde im Anschluss darauf mittels Reportergenassay nach Hinweisen gesucht, 
die zeigen, dass es real existierende miRNA-Bindestellen auf der SFRP1-RNA gibt und 
diese von endogenen miRNAs in PDAC-Zellen erkannt werden. Überraschenderweise 
zeigte sich hierbei, dass die CDS-Region der SFRP1-RNA deutlich effizientere 
Bindestellen für miRNAs in allen drei untersuchten PDAC-Zelllinien und der PSC-Linie 
bereithält, als die 3’UTR. Diese These wird von einer kürzlich erschienenen bioinforma-
tischen Studie bestätigt, in der gezeigt werden konnte, dass in 54 Onkogen- und Tumor-
Suppressorgen-mRNAs jeweils 21.8 %, 43.0 %, und 35.2 % der Bindestellen von 
insgesamt 111 intergenischen miRNAs sich in der 5'UTR, CDS und 3'UTR des 
entsprechenden Gens befinden (Issabekova et al., 2012). Eine gezielte Bindung der 
proteinkodierenden Region auf der mRNA konnte auf experimentelle Weise u.a. auch an 
Prostatakarzinomzellen mit der miR-24 gegen fas-associated factor 1 gezeigt werden (Qin 
et al., 2010).  
Zumindest für eine PDAC-Zelllinie (MIA PaCa-2) konnte auch in der 3‘UTR eine 
negative Beeinflussung bei der Reportergenexpression durch miRNAs im Vergleich zur 
5’UTR festgestellt werden. Die stromalen Klon2.2-Zellen zeigten dagegen eine 
entgegengesetzte Reaktion, indem sie durch Transfektion mit der 3’UTR im 
Reportergenvektor die höchste Genexpression zeigten. MiRNAs scheinen hier also, 
entgegen der allgemeinen Kenntnis, eher einen aktivierenden Einfluss auf die 3’UTR von 
SFRP1 zu haben. Bereits 2007 berichteten Vasudevan et al., von einer miRNA (miR-369-
3) mit Bindestelle in einem translationsaktivierenden AU-reichen Element (ARE) vom 
Tumornekrosefaktor α. Allerdings wirkte diese miRNA nur bei Serummangel. 
Normalerweise sind AREs Destabilisierungssequenzen in der 3’UTR von mRNAs. Die 
Autoren deuteten ihre Ergebnisse in der Weise, dass miRNAs abhängig vom Zellzyklus 
zwischen Aktivierung und Inaktivierung der Translation oszillieren (Vasudevan et al., 
2007). Klon2.2-Zellen repräsentieren nichtmaligne transformierte PSCs, die einem 
normalen Phänotypen entsprechen  (Jesenofski et al., 2005). Wenn normale Zellen 
konfluent in zweidimensionaler Zellkultur wachsen, hören sie normalerweise auf, sich zu 
teilen (Hanahan und Weinberg, 2011). Die relativ schnell proliferierenden Klon2.2 
könnten also aufgrund dieser Kontaktinhibition während der Reportergenexperimente in 
ihrem Zellzyklus arretiert worden sein und so den Anschein einer aktivierenden Funktion 
von miRNAs erwecken.  
Die hier gemachte Beobachtung, dass die Bindung von miRNAs in der 5’UTR eine 
translationsaktivierende statt einer -hemmenden Wirkung haben kann, wurde noch nicht 
besonders häufig in der Literatur erwähnt. Die Arbeitsgruppe um Roberts und Kollegen 
hatte jedoch dieses Phänomen kürzlich näher untersucht. Sie konnten zeigen, dass die 
leberspezifische miR-122 die Translation des Hepatitis C-Virus in einer 
Hepatokarzinomzelllinie (Huh7) durch Bindung an dessen 5’UTR in einem 
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Reportergenkonstrukt aktiviert. Sie stellten fest, dass dieser Regulationsvorgang relativ 
stark durch bestimmte Bedingungen begrenzt ist. So fand die positive miRNA-Modulation 
in diesem Modell nur dann statt, wenn die zu regulierende RNA keine 5‘-Kappe (einem 
modifizierten Guanin-Nukleotid am 5‘-Ende der mRNA bei Eukaryonten, das zur Stabilität 
beiträgt) an ihrer 5’UTR besaß. Desweiteren war das Vorhandensein der HCV-IRES 
(interne ribosomale Eintrittstelle) sowie von bestimmten Nukleotiden im 3‘-Bereich (nicht 
nur die Seed-Region!) der miR-122 erforderlich. Die miR-122-Translationsaktivierung 
über die 5’UTR wurde ebenfalls, so wie die Hemmung normalerweise, durch AGO-
Proteine vermittelt (Roberts et al., 2011). Die fehlende 5‘-Kappe lag auch in den, im 
Rahmen dieser Arbeit stattgefundenen, Experimenten vor, da die SFRP1-5’UTR an das 3‘-
Ende der Reporterluziferase kloniert wurde. Somit ergab sich nach Translation des 
Fusionsproteins keine „störende“ Kappe an der mRNA, wodurch die Translation gefördert 
werden konnte. Jedoch bedeutet dies auch, dass im normalen System (also beispielsweise 
in den PDAC- oder Stromazellen) diese Positivregulation durch miRNAs nicht stattfinden 
kann, da hier sicherlich normale SFRP1-mRNAs mit der entsprechenden 5‘-
Kappenstruktur am 5‘-Ende transkribiert werden. 
Da sich die bioinformatischen Voraussagen für miRNA-Bindestellen in humanen 
mRNAs durch bekannte Datenbanken meist nur auf die 3’UTR beziehen und im Rahmen 
dieser Arbeit bereits experimentell eine gewisse Expressionsinhibition zumindest für 
MIA PaCa-2 festgestellt werden konnte, wurde dieser für SFRP1 also näher auf 
regulatorische Bereiche hin untersucht. Dafür wurde jeweils eins von drei SFRP1-3’UTR-
Sequenzteilen mit den vorausgesagten miRNA-Bindestellen (3U7 und 3U9) bzw. ohne 
Bindestelle (3U8, als Kontrolle) in einen Reportergenvektor eingefügt. Die Auswertung 
der Lumineszenzmessungen ergab für alle vier Zelllinien eine Expressionsinhibition der 
3U7-Luziferasefusions-mRNA im Vergleich zur Fusions-RNA mit dem 3U8-Fragment. 
Die Reportergenexpression für das Fragment 3U9 stieg sogar an (insbesondere bei der 
PSC-Linie), was auf eine Aktivierung der Genexpression durch miRNA-Bindung an die 
darin enthaltenen miRNA-Erkennungsstellen hindeutet. In einer kürzlich erschienenen 
Studie konnte ebenfalls eine Aktivierung der Luziferaseexpression durch miR-1981 mittels 
psiCHECK-2-Vektor und einklonierter 3’UTR von BCL-2 in HeLa-Zellen gezeigt werden 
(Zheng et al., 2012). Die Autoren hatten jedoch keine Erklärung für ihre Beobachtungen.  
Die beiden miRNAs miR-23a und miR-23b haben eine vorausgesagte Bindestelle 
auf dem SFRP1-3’UTR-Fragment 3U7. Daher wurden sie in nicht gezeigten Experimenten 
durch (zu diesen miRNAs komplementären) miRNA-Inhibitoren antagonisiert, in der 
Hoffnung damit eine Ursache der beobachteten Expressionsinhibition zu finden. Die 
Ergebnisse dieser Reportergenassays sind jedoch sehr starken Schwankungen unterworfen 
und ergaben keine signifikanten Ergebnisse (nicht gezeigt). Die Inkonsistenz dieser 
Ergebnisse deutet daraufhin, dass die untersuchten miRNAs keinen konkreten Einfluss auf 
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die posttranskriptionelle Regulation des Luziferase-SFRP1-3’UTR-Fusionsproduktes 
haben, oder dass die Methodik bezüglich der eingesetzten Mengen noch 
Optimierungsbedarf  hat. Es gibt jedoch auch noch mindestens 15 weitere miRNA-
Bindestellen laut Vorhersage des miRanda-Algorithmus in der humanen SFRP1-3’UTR, 
die nicht durch den TargetScanHuman-Algorithmus erkannt werden. Die miRNAs -328, -
488 und 425 beispielsweise binden sogar doppelt (http://www.microrna.org). Es gäbe 
somit theoretisch noch einige Möglichkeiten zur Testung der Hypothese, was jedoch nicht 
mehr im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit lag. 
4.3 Funktionelle Untersuchungen von SFRP1 in 
Pankreaszelllinien 
4.3.1 Beurteilung der transfizierten Zelllinien 
Bisher wurden SFRP1-transfizierte Zellen zur Untersuchung des Einflusses von SFRP1 auf 
die Entwicklung von Wirbeltieren zumeist nur transient hergestellt (Dufourcq et al., 2002; 
Goodwin et al., 2006; Pla et al., 2008; Foronjy et al., 2010). Es wurden auch bereits 
zahlreiche Mausmodelle mit SFRP1-Überexpression sowie -Verlust etabliert, um den 
Einfluss von SFRP1 auf die Embryonalentwicklung von Säugetieren zu untersuchen 
(Barandon et al., 2003; Bodine et al., 2004; Joesting et al., 2008; Yao et al., 2010; Esteve et 
al., 2011). Unter den wenigen Publikationen, die eine Antibiotikaselektion von SFRP1-
Expresssionsvektor-transfizierten Zellen, also die Generierung von stabilen Klonen, 
beschreiben, wurden Zellen meist nur zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins 
verwendet (Esteve et al., 2003; Schlange et al., 2007). Weitere Studien veröffentlichten 
bereits die stabile Transfektion von humanen Gehirntumor- und Brustkrebszellen mittels 
Lipofektion und Expressionsvektor (Roth et al., 2000; Matsuda et al., 2009). Nach 
bisherigem Kenntnisstand gab es jedoch noch keine Hinweise bezüglich der Generierung 
stabil SFRP1-exprimierender, (humaner) Pankreaszelllinien aus der Literatur.  
Von den drei Pankreaskarzinomzelllinien AsPC1, PANC-1, MIA PaCa-2 und der 
stromalen PSC-Zelllinie Klon2.2 exprimieren die drei zuletzt genannten zwar SFRP1 auf 
RNA-Ebene, keine der Zelllinien zeigt jedoch SFRP1-Expression auf Proteinebene. Man 
konnte daher davon ausgehen, dass endogenes SFRP1 keine besondere Rolle in diesen 
Zelllinien spielt. Es wurde daher im Rahmen dieser Arbeit ein transgenes Zellkulturmodell 
entwickelt, bei dem durch Überexpression von SFRP1 in den Zellen und durch Vergleich 
mit den entsprechenden leertransfizierten Kontrollzellen Rückschlüsse auf einen Einfluss 
der Anwesenheit von SFRP1 und seiner Abwesenheit auf zelluläre Funktionen gewonnen 
werden sollten. Um stabil SFRP1-exprimierende Zelllinien zu erhalten, wurden zwei 
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verschiedenen Methoden verwendet, die verbreitetere Lipofektion und die retrovirale 
Transduktion.  
Durch Lipofektion generierte SFRP1-Klone konnten nur aus den Zelllinien 
MIA PaCa-2 und Klon2.2 gewonnen werden. Eine erhöhte Zellteilungsrate ist vermutlich 
förderlich für die Aufnahme und den Transport der Plasmid-DNA in den Zellkern. Bei der 
Transfektion von Zellen könnte eine bestimmte mitotische Aktivität der zu transfizierenden 
Zellen also ein Vorteil für ein Gelingen sein. Daher könnte das Scheitern der Transfektion 
bei PANC-1 und AsPC1 an ihrer, im Vergleich zu den beiden anderen Zelllinien, 
schwächeren Teilungsrate (insbesondere bei AsPC1) liegen. Zusätzlich könnten die beiden 
Zelllinien auch effizientere Abbaumechanismen anwenden, um ein Eindringen der DNA in 
die Zelle bzw. den Zellkern zu verhindern. Die MIA PaCa-2- und Klon2.2-Klone 
verhielten sich extrem variabel in ihrer SFRP1-Expression sowie in ihrer Dox-
Regulierbarkeit. So ist beispielsweise der einzige PSC-Klon (Klon3) mit sehr starker 
SFRP1-Expression nicht Dox-regulierbar. Dagegen zeigte der stärkste MIA PaCa-2-Klon 
(M18) eine sehr stringente Dox-Regulation. Die SFRP1-Proteinfärbung der Lipofektamin-
klone beider Zelllinien erstreckte sich diffus über das gesamte Zytoplasma und überlagerte 
teilweise auch zellmembrannahe Bereiche an Zell-Zellverbindungen. Wahrscheinlich 
spricht das für eine sehr starke Proteinexpression an den Ribosomen, die im gesamten 
Zytoplasma verteilt sind. Eine eventuelle Ansammlung von SFRP1-Protein im Golgi-
Apparat und Vesikeln wird hier wahrscheinlich überdeckt und ist optisch nicht zu 
differenzieren. Immunfluoreszenzfärbungen von SFRP1 konnten bereits in ähnlicher 
Weise nachgewiesen werden (Stoehr et al., 2004; Lodygin et al., 2005; Lavergne et al., 
2011; Sebastian-Serrano et al., 2012). Die membrannahen Vorkommen von SFRP1-Protein 
deuten auf seine Sekretion und eine eventuelle Interaktion mit FZ-Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche hin. Die Sekretion von SFRP1 variierte wahrscheinlich abhängig von der 
allgemeinen Expressionsstärke. Problematisch bei dieser Methode waren die fehlenden 
Vergleichs-PDAC-Zelllinien und die wenigen stark SFRP1-exprimierenden Klone (pro 
Zelllinie nur 1-2 Klone) unter den durch Lipofektion generierten Klonen. Aus diesen 
Gründen wurden zusätzliche retroviral transduzierte Zelllinien aus AsPC1, MIA PaCa-2, 
PANC-1 und Klon2.2 hergestellt.  
Diese bestanden im Vergleich zu den Lipofektaminklonen jedoch aus 
Mischpopulationen, um Schwankungen in der SFRP1-Expression zwischen 
unterschiedlichen Klonen zu vermeiden. Da die Stärke des zur Selektion verwendeten 
Reportergens EGFP nicht immer mit der SFRP1-Proteinexpression korrelierte, wurde die 
SFRP1-Proteinexpression durch Sortierung der transduzierten Zellen in st- und w-
Populationen noch optimiert. Somit standen drei PDAC-Zelllinien und eine 
stromaassoziierte PSC-Zelllinie für die funktionellen Versuche zur Verfügung. Sie waren 
alle relativ gut Dox-regulierbar, jedoch zeigten sie trotzdem untereinander starke 
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Schwankungen in der SFRP1-Proteinexpression. Das ist sicherlich mit der generellen 
Verschiedenheit der Zelllinien (z.b. unterschiedlicher miRNA-Gehalt, unterschiedlich 
aktive regulatorische Signaltransduktionswege, verschiedene Stoffwechselaktivitäten) 
erklärbar. Die SFRP1-Überexpression führte zu keinen Veränderungen in der Morphologie 
der transfizierten oder transduzierten Zellen (nicht gezeigt), was die Autoren einer früheren 
Studie (humane Gliomzelllinien) ebenfalls berichteten (Roth et al., 2000). 
Interessanterweise befindet sich das exprimierte SFRP1-Protein bei den retroviral 
transduzierten Zelllinien weniger stark diffus im Zellplasma verteilt, sodass die eher 
punktuelle SFRP1-Färbung im Bereich des Golgi-Apparates in Zellkernnähe stärker zum 
Vorschein kommt, wie man anhand der Fluoreszenzfärbungen sehen kann. Eine ähnliche 
Färbung konnte bereits in einer älteren Dissertation gezeigt werden (Klopocki, 2004). 
Außerdem sind im WB von Lysaten dieser Zellen immer charakteristische Doppelbanden 
zu sehen. Für Finch und Kollegen ist das ein Zeichen für den proteolytischen Abbau von 
SFRP1. Es könnte sich aber auch um die N-glykosylierte Form des Proteins handeln, die 
hier seltsamerweise bevorzugt im Zusammenhang mit dem retrovirale Vektor synthetisiert 
wurde (Finch et al., 1997).  
Dass die wesentlich aufwändigere Methode über die Transduktion der Zelllinien 
mit retroviralen Partikeln so erfolgreich war, lag zum einen daran, dass hierbei ein 
evolutionär optimiertes Transferverfahren für Nukleinsäuren von Viren genutzt wurde. So 
ein natürlicher Infektionsmechanismus ist letztendlich effizienter als künstliche 
Transfektionsmethoden wie die Lipofektion. Außerdem besitzen die verwendeten viralen 
Partikel ein effizientes Enzymsystem, was im Gegensatz zur Lipofektion dazu führt, dass 
das genetische Material in das Genom der infizierten Zelle integriert. Somit führt diese 
Methode viel effektiver zu stabilen Infektionen (Dingermann et al., 2010).  
4.3.2 Scratch- und Invasionsassays 
Die Fähigkeit zur Migration geht bei den meisten Zellarten während der Embryonalent-
wicklung wieder verloren. Sie ist zusätzlich eine der wichtigsten erworbenen 
Komponenten für die Ausbreitung von Tumorzellen während der Invasion und 
Metastasierung. Denn nur die Zellen, die verstärkt wandern können, schaffen es auch mit 
hoher Wahrscheinlichkeit in Blut- oder Lymphgefäße einzudringen und an anderer Stelle 
wieder auszutreten (Thiery et al., 2009). Um also einen Einblick zu gewinnen, ob SFRP1 
endogen oder in sekretierter Form in die biologischen Prozesse bei der Migration von 
Pankreaskarzinomzellen eingreift, war es interessant deren Migrationverhalten unter 
Einfluss des Tumorsuppressorgens zu untersuchen.  
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4.3.2.1 Scratch-Assay 
Beim Scratch-Assay (wound healing assay) wird die Invasivität in Form von 
gerichteter Migration der am Rand befindlichen Zellen zueinander nach Verletzung des 
geschlossenen Zellrasens betrachtet. Dieser Versuch simuliert somit das natürliche 
Migrationsverhalten von Zellen im Monolayerzellverband (Liang et al., 2007). Eine 
Abwandlung der üblichen Versuchsdurchführung stellt die Durchführung des Scratch-
Assays im Rahmen dieser Arbeit mit Vollmedium dar. In allgemeinen Protokollen wird 
empfohlen, diesen Versuch mit serumreduziertem Medium durchzuführen, um die 
Zellproliferation zu reduzieren (Liang et al., 2007). Da SFRP1 jedoch keinen Einfluss auf 
die Proliferation der hier getesteten Zellen zu haben scheint und ein Serummangel 
negativen Einfluss auf die Vitalität der Zellen zu haben scheint (nicht gezeigt), wurde 
Vollmedium verwendet, um den Zellen optimale Bedingungen zu gewähren.  
Die getesteten Lipofektamin-Zellklone mit SFRP1-Überexpression beider 
Zelllinien zeigten eine verzögerte Geschwindigkeit beim Verschluss des verletzten 
Zellrasens im Vergleich zu ihren entsprechenden leertransfizierten Kontrollklonen. Die 
Ergebnisse des Scratch-Assay mit diesen Klonen deuten also darauf hin, dass endogen 
exprimiertes SFRP1 einen hemmenden Einfluss auf die gerichtete Migration von PDAC-
Zellen und PSCs hat.  
Bei den retroviral transduzierten Zellen zeigte sich ebenfalls nach 24 h eine 
signifikante Reduktion des Wundverschlusses durch st-Zellen der PDAC-Zelllinien 
PANC-1 und MIA PaCa-2. Für letztere Zellen blieb der Unterschied sogar noch nach 48 h 
bestehen. AsPC1-Zellen zeigten einen schwachen, nicht signifikanten Unterschied zu 
beiden Zeitpunkten. Der bei PANC-1 und MIA PaCa-2 beobachtete 
konzentrationsabhängige Einfluss von SFRP1 auf den Wundschluss konnte jedoch nicht 
für die PSC-Zelllinie festgestellt werden. Leider wurde bei diesem Versuch keine 
leertransfizierte Kontrolle mitgeführt, sodass nur der konzentrationsabhängige Effekt von 
SFRP1 untersucht werden konnte, nicht jedoch der absolute.  
Die Ergebnisse dieser Versuche werden gestützt von einer älteren Studie, die einen 
ähnlichen Zusammenhang zwischen SFRP1-Expression und verzögerter Wundheilung 
bereits nachweisen konnte (Barcelos et al., 2009). Darin konnte gezeigt werden, dass in 
einem Diabetes-Mausmodell der Wundheilung humane, fetale, CD133
+
 Endothelvorläufer-
zellen (welche kein SFRP1 exprimieren) die Wundheilung wesentlich beschleunigten. 
Wohingegen die Wundheilung in Anwesenheit der ausgereiften CD133
-
 Zellen (mit 
hochregulierter SFRP1-Expression) deutlich weniger voranschritt. Dieser durch lösliche 
Faktoren vermittelte Effekt konnte auch in vitro im Scratch-Assay mit humanen 
Nabelschnurvenenendothelzellen und CD133
+
 bzw. CD133
-
-konditionierten Überständen 
nachgewiesen werden. Ein Hinzufügen von rekombinantem SFRP1 konnte die durch 
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CD133
+
 Zellen konditionierten ÜS verursachte Wundheilung verzögern. Die Autoren 
vermuten die Aktivierung des Wnt-Signalweges und damit die Förderung von 
Gefäßneubildung und Migration der Randzellen als Ursache für die CD133
+
-geförderte 
Wundheilung (Barcelos et al., 2009). Matsuda et al. verwendeten ebenfalls durch 
Lipofektion generierte, stabil SFRP1-transfizierte Brustkrebszellen (MDA-MB-231) und 
konnten eine signifikante Migrationshemmung im Vergleich zu Leerkontrollen im Scratch-
Assay zeigen (Matsuda et al., 2009). In einer weiteren Publikation konnten diese 
Ergebnisse mit derselben Brustkrebszelllinie von anderen Autoren bestätigt werden 
(Martin-Manso et al., 2011). Die Zellen exprimierten hier jedoch kein transfiziertes 
SFRP1, sie wurden vor der Verletzung des Zellrasens mit rekombinantem SFRP1 
(5 µg/ml) vorinkubiert. Durch das Herunterregulieren von SFRP1 durch siRNA-
vermittelten Knockdown konnte ferner ein Anstieg im migratorischen Verhalten von 
humanen Brustdrüsenepithelzellen nachgewiesen werden (Gauger et al., 2009). Es konnte 
also bereits von anderen Autoren eine Beeinflussung des migratorischen Verhaltens von 
Tumorzellen im Scratch-Assay in einer auto- sowie einer parakrinen Weise nachgewiesen 
werden, jedoch noch nicht für das PDAC.  
4.3.2.2 Invasionsassay 
Im Invasionsassay wird die gerichtete Migration der zu testenden Zellen entlang eines 
chemischen Gradienten nachgewiesen. In vielen Quellen findet man in den Angaben zur 
Durchführung dieses Versuchs die Verwendung von mit ECM-Molekülen beschichteten 
Zellkultureinsätzen (Melisi et al., 2009; Li et al., 2009; Dong et al., 2010; Wang et al., 
2012). Damit soll die Basallamina simuliert werden, die ein bestimmtes epitheliales 
Gewebe von darunter liegenden Gewebsschichten abtrennt und deren Durchbrechen durch 
invasive Tumorzellen als erster Schritt zur Metastasierung für maligne entartete Zellen gilt 
(Alberts et al., 2011). Da die zu testenden PDAC-Zelllinien jedoch in Vorversuchen im 
Rahmen dieser Arbeit kein invasives Verhalten bei mit Matrigel beschichteten 
Zellkultureinsätzen zeigten (nicht gezeigt), wurden im Rahmen dieser Arbeit 
unbeschichtete Materialien verwendet. Dadurch wird in diesem Versuch also eher die 
chemotaktische Migration, als die Invasion der Zellen untersucht. SFRP1 könnte als 
sezerniertes Protein eine Zelle theoretisch auf dem intrinsischen Weg (also durch endogene 
Expression, Sekretion und autokrine Selbststimulation/Hemmung der eigenen FZ-
Rezeptoren) oder auf dem extrinsischen Weg (sekretierte SFRP1-Moleküle in der lokalen 
Umgebung oder aus dem Stroma stimulieren oder hemmen auf parakrine Weise FZ-
Rezeptoren anderer Zellen) erreichen. Daher wurden für den Invasionsassay verschiedene 
Versuchsansätze gewählt. Einerseits wurde dieser Versuch mit Zellen durchgeführt, die 
SFRP1 selbst rekombinant exprimierten, und andererseits mit Wt-Zellen, die SFRP1-
konditioniertem Medium ausgesetzt wurden.  
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Zusammenfassend ist zu den Invasionsassays zu sagen, dass eine chemotaktische 
Migrationshemmung sowohl bei den stromalen Zellen als auch bei zwei (PANC-1 und 
AsPC1) von drei PDAC-Zelllinien durch SFRP1-Einfluss nachweisbar war. Dabei kann 
SFRP1 in beiden Arten, wahrscheinlich aber eher auf dem autokrinen als auf dem 
parakrinen Weg, wirken. Einen Einfluss von SFRP1 auf die chemotaktische Beweglichkeit 
von Zellen aus verschiedenen anderen Tumoren belegen zumindest mehrere ältere Studien. 
So konnte bereits durch transgene Überexpressionsexperimente mit Chemotaxiskammern 
gezeigt werden, dass SFRP1 die Beweglichkeit von Hirntumorzellen hemmt (Roth et al., 
2000). Allerdings wurde hier 3T3-konditioniertes Medium anstelle des FKS-reichen 
Mediums als „Lockstoff“ verwendet. Die (transient) transgene SFRP1-Expression in 
humanen Nabelschnurendothelzellen führte dagegen zu einem Anstieg von Beweglichkeit 
und Migration in chemotaktischen Transwellversuchen (Dufourcq et al., 2002). Bei 
Brustkrebszellen zeigte sich zudem, dass die Zugabe von rekombinantem SFRP1 allein 
(5µg/ml) nicht ausreichte, um die chemotaktischen Migration in Richtung des FKS-reichen 
Mediums zu hemmen (Martin-Manso et al., 2011). Diese Befunde aus der Arbeit mit 
anderen Tumorzelllinien deuten darauf hin, dass eine eventuelle chemotaktische 
Migrationshemmung durch SFRP1 eher auf dem autokrinen Weg erfolgen könnte, was 
auch die eigenen Beobachtungen unterstützen würde. Außerdem ist eine Modulation der 
Migration durch SFRP1 wahrscheinlich extrem zelltypabhängig. 
Insgesamt zeigte sich ein schwacher hemmender Einfluss von SFRP1 auf die 
Migration der PSC- und der PANC-1-Zellen in beiden Versuchsanordnungen (Scratch-
Assay und Invasionsassay). Aber eine signifikante Aussage ist zu diesem Thema noch 
nicht möglich, da eigentlich noch mehr Wiederholungen der Versuche nötig wären. Im 
Rahmen dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass PANC-1, MIA PaCa-2 und die 
PSC-Zelllinie SFRP1-mRNA, jedoch kein Protein exprimieren. Das könnte ein Grund sein 
für die zum Teil großen Schwankungen zwischen Einzelexperimenten. Es ist bereits 
beschrieben worden, dass die Funktionsweise zur Modulation des Wnt-Signalweges von 
SFRP1 biphasischer Natur ist. Das heißt, dass Wnt-induzierte Effekte bei geringen SFRP1-
Konzentrationen gefördert werden und eine gegenteilige Reaktionen bei hohen SFRP1-
Konzentrationen  eintreten (Üren et al., 2000). Eventuell könnte also unter der 
Detektionsschwelle liegendes, endogen exprimiertes SFRP1 die Wirkung des transgenen 
SFRP1 beeinflussen oder sogar aufheben. Das könnte ein generelles Problem für den Teil 
der funktionellen Analysen in dieser Arbeit darstellen.  
4.3.3 SFRP1-Einfluss auf die Expression weiterer Gene 
Die Metastasierung von Tumorzellen ist nur möglich, wenn primäre Epithelzellen ihre 
ursprüngliche Umgebung verlassen und sich an einer anderen Stelle neu ansiedeln. Damit 
das geschehen kann, müssen sie die ECM durchbrechen, in Blutgefäße eindringen und in 
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sekundäre Organe einwandern können. Ein grundlegender Vorgang, der Zellen dazu 
befähigt, ist der EMT. Hierbei werden Zellen von Tumoren in einem sehr frühen Stadium 
in invasive, maligne Stadien umgewandelt. Innerhalb dieses Prozesses verlieren 
Epithelzellen ihre Polarität, brechen die Zell-Zellkontakte zu ihren Nachbarzellen ab und 
verändern ihr Zytoskellett. Dadurch werden sie in ihrer Proliferation unabhängig und 
können frei migrieren (Thiery et al., 2009). An einer Brustdrüsenepithelzelllinie 
(76 N TERT-Zellen) mit stabil herunterreguliertem SFRP1 konnte bereits gezeigt werden, 
dass der Verlust von SFRP1 diese Zellen so verändern kann, dass sie einem 
transformierten Phänotypen, ähnlich dem von Mammakarzinomzellen, entsprechen. Dabei 
zeigten sie u.a. eine signifikant erhöhte Migration und Invasivität dieser Zellen. Die 
Autoren dieser Studie konnten nachweisen, dass in diesen Zellen genotypische 
Veränderungen zu diesen Eigenschaften führten, die denen des EMT entsprachen.  (Gauger 
et al., 2009). Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass SFRP1-
überexprimierende Pankreaszellen, mit Ursprung aus PDAC-Tumor sowie Stroma, ihre 
migratorischen Fähigkeiten im Vergleich zu den Kontrollen ohne SFRP1-Überexpression 
reduzieren. Da diesen phänotypischen Veränderungen genotypische Veränderungen 
vorausgehen müssten, stellte sich die Frage, inwiefern SFRP1 Einfluss auf die Expression 
der für migratorisches Verhalten zugrundeliegenden Gene nimmt.  
Zunächst war es also interessant, ob SFRP1 am EMT von Pankreaskarzinomzellen 
beteiligt ist. Die Hochregulierung von VIM, welches ein häufiges Intermediärfilament von 
mesenchymalen Zellen in frühen Entwicklungsstadien und somit ein entscheidender 
Marker für den Vorgang des EMT ist, sowie die Herunterregulierung von CDH1, der 
zentralen Komponente bei der Zell-Zelladhäsion, sind wichtige Kennzeichen für den 
Vorgang des EMT. Die CDH1-Herunterregulation beim PDAC steht zudem in der 
Diskussion als prognostischer Faktor (Jamieson et al., 2011; Krantz et al., 2012). Beide 
Gene werden durch den kanonischen Wnt-Signalweg reguliert. Bei der PDAC-Zelllinie 
PANC-1 ergab die Behandlung der Zellen mit SFRP1-konditioniertem ÜS keine 
Veränderung in der Expression von VIM, jedoch eine schwache SFRP1-
konzentrationsabhängige Erhöhung der Expression von CDH1. Ein fehlender Einfluss von 
SFRP1 auf die Expression von CDH1 bei humanen Gliomzellen wurde bereits schon in 
einer älteren Studie gezeigt (Roth et al., 2000). Diese Resultate zeigen, dass die 
Anwesenheit von SFRP1 im Medium nicht unbedingt die Vorgänge der EMT rückgängig 
machen kann. Dazu wäre mit Sicherheit noch eine große Zahl weiterer Faktoren nötig. 
Jedoch zeigt es auch, dass SFRP1 im PDAC nicht, wie allgemein postuliert, ein negativer 
Regulator des kanonischen Wnt-Signalweges ist.  
Es wurde bisher eher selten beobachtet, dass sich β-Catenin in den Zellkernen von 
PDAC-Proben anhäuft und anfärbbar ist (Watanabe et al., 2003; Morris et al., 2010). 
Desweiteren gibt es auch Hinweise für eine Beteiligung des nichtkanonischen Wnt-
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Signalweges an der PDAC-Tumor-Stromawechselwirkung sowie dafür, dass SFRP1 auch 
nichtkanonische Signalwege beeinflussen kann (Rodriguez et al., 2005; Pilarsky et al., 
2008). Somit könnte in Erwägung gezogen werden, dass SFRP1 bei den PDAC-Zellen 
Einfluss auf die Umbildung des Zytoskeletts, die Polarität sowie die Migrationsfähigkeit 
haben könnte. Neben der apikal-basolateralen Polarisierung besteht in epithelialen 
Geweben meist zusätzlich noch Polarität in einer weiteren Achse, der planaren Ebene. Die 
PCP reguliert die geordnete Orientierung dieser externen Strukturen (Simons und Mlodzik, 
2008; Wansleeben und Meijlink, 2011). Es ist bereits erwiesen, dass SFRPs ihren starken 
Einfluss auf die Embryonalentwicklung von Wirbeltieren über den nichkanonischen 
Wnt/PCP-Signalweg ausüben. So führt eine SFRP2-Überexpression in transgenen Mäusen 
zur Fehlentwicklung der Linse im Auge und einer Herunterregulierung von Komponenten 
des PCP-Signalweges, wie z.B. RAC1, RHOA, JNK und Phospho-DVL2. Zudem war die 
inaktive Form von DVL-2 hochreguliert (Chen et al., 2008). Eine weitere Arbeitsgruppe 
veröffentlichte ähnliche Ergebnisse bezüglich SFRP2, das in der Lage war, die planare 
Zellpolarität in der Linse von Mäusen durch eine ähnliche fehlerhafte Packung der 
Linsenzellen wie bei bekannten murinen PCP-Signalwegmutanten zu zerstören. Sie 
konnten ferner zeigen, dass die planare Zellpolarität durch eine asymmetrische Verteilung 
der Proteine DVL2/3, VANGL2, ABI1, PK1 und FZ6 aufrechterhalten wird (Sugiyama et 
al., 2010). Weiterhin konnte am Mausmodell gezeigt werden, dass SFRP1 und SFRP2 
durch den Wnt/PCP-Signalweg zur normalen Entwicklung von Rumpf bzw. Mittelhirn 
beitragen (Satoh et al., 2008; Kele et al., 2012). Auch bei der Entwicklung der normalen 
Prostata scheint SFRP1 über den PCP-Weg Einfluss zu nehmen, da bei einer 
Überexpression die JNK in Prostataepithelzellen aktiviert wurde, jedoch der kanonische 
Wnt-Signalweg unbeeinflusst blieb (Lodygin et al., 2005; Joesting et al., 2008).  
Ein möglicher Zusammenhang zwischen der Beeinflussung von nichtkanonischen 
Wnt-Signalwegen durch SFRP1 und Krebs konnte bisher vermutlich nur durch eine 
Arbeitsgruppe gezeigt werden. Dabei zeigten die Autoren der Studie die Wnt/β-Catenin-
unabhängige Proliferationshemmung von androgenabhängigen Prostatakarzinomzellen 
durch die Bildung von SFRP1-FZ1/3/4/6-Komplexen. Sie fanden jedoch auch keinen 
Hinweis auf Involvierung der nichtkanonischen Wnt/Ca2+- oder Wnt/PCP-Signalwege 
(Kawano et al., 2009).  
Somit standen bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit drei der 
wichtigsten Gene, die an der Aufrechterhaltung des PCP beteiligt sind, im Blickpunkt: der 
Wnt-Rezeptor Frizzled-2 (FZ2), das zytoplasmatische Phosphoprotein Disheveled-2 
(DVL2), welches direkt an der Signalweiterleitung downstream von FZ beteiligt ist und als 
Gerüstprotein für andere Proteine fungiert, und Van Gogh-like 2 (VANGL2), einem 
mutmaßlichen Transmembranmolekül, was durch seine asymmetrische Lokalisierung in 
der Zelle ebenso wie FZ und DVL zur Generierung von Polarität in der Zelle beiträgt 
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(Fanto und McNeill, 2004; Rodriguez et al., 2005; Schlange et al., 2007; Kongkham et al., 
2010). Beim Vergleich der Genexpressionsunterschiede der drei Gene fiel auf, dass die 
PCP-Gene im Vergleich zu normalen Pankreaszellen bei den PDAC-Zelllinien tendenziell 
eher unbeeinflusst oder herunterreguliert, jedoch interessanterweise bei den stromalen 
Zellen alle drei hochreguliert waren. Dabei scheint die endogene SFRP1-Expression keine 
Rolle zu spielen. Bei der SFRP1-abhängigen Untersuchung der PCP-Genexpression 
deuteten sich eine Zunahme der VANGL2-Proteinexpression bei den Stromazellen sowie 
eine leichte Zunahme an Phospo-DVL2 bei AsPC1 und eventuell auch bei MIA PaCa-2 
jeweils bei einer starken SFRP1-Überexpression an. Aufgrund der beobachteten 
Ergebnisse könnte man schlussfolgern, dass eine SFRP1-Überexpression möglicherweise 
eine Verstärkung des planaren Zellpolaritätssignalweges durch Hochregulierung der 
Komponenten VANGL2 und DVL2 bei PDAC-Zellen verursachen könnte. Durch weitere 
Immunfluoreszenzfärbungen dieser Zellen könnten Aussagen zu einer Veränderung der 
(eventuellen) asymmetrischen Verteilung der beteiligten Proteine gemacht werden.  
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Ein großes Problem beim Vergleich von unterschiedlichen PDAC-Zelllinien ist die relativ 
große Diversität zwischen den verschiedenen Linien, wodurch eine Vergleichbarkeit nicht 
immer gegeben sein muss. So unterscheiden sich die für diese Arbeit verwendeten PDAC-
Zelllinien zum Beispiel in ihrer Herkunft. AsPC1-Zellen entstammen Metastasen aus 
krankhaft angesammelter Flüssigkeit im Bauch (Aszites) eines Patienten. Capan-1-Zellen 
wurden aus einer Lebermetastase isoliert und PANC-1, BxPC3, Capan-2 und MIA PaCa-2 
dagegen wurden direkt aus Tumorgewebe des Pankreas weiterer Patienten gewonnen (Deer 
et al., 2010). Die Zelllinien unterscheiden sich auch in der Expression bestimmter 
zellulärer Faktoren. So sind AsPC1 und BxPC3 als einzige der untersuchten Zelllinien in 
der Lage Karzinoembryonales Antigen und Mucin, zwei wichtige Tumormarker, zu bilden. 
MIA PaCa-2 exprimiert dafür zelluläre Produkte wie z.B. Kolonie stimulierender Faktor, 
der die Reifung von Blutstammzellen fördert, und Plasminogenaktivator, ein 
blutgerinnungshemmendes Enzym. Capan-1 und Capan-2 sekretieren ebenfalls Mucine 
(http://www.lgcstandards-atcc.org). Von den vier Genen, die in PDAC-Zellen meistens 
mutiert sind, sind bei AsPC1 und Capan-1 oftmals alle vier, bei MIA PaCa-2 und PANC-1 
jedoch nur KRAS, TP53 und CDKN2A/p16 (INK4A) von Mutationen betroffen (Deer et al., 
2010). Bei BxPC-3 scheint keine K-Ras-Mutation vorhanden zu sein (Lauth et al., 2010). 
Capan-2-Zellen wirken sehr inkonsistent bei den Mutationsanalysen und könnten dem 
Genotyp von AsPC1 unter Umständen ähneln (Deer et al., 2010). In einem Modell aus 
einer kürzlich erschienenen Publikation werden die zeitlichen Einflüsse der typischen 
Mutationsereignisse bezüglich KRAS, TP53, SMAD4 und CDKN2A/p16 (INK4A) bei 
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PDAC und IPMN dargestellt (Braat et al., 2012). Darüber hinaus unterscheiden sich diese 
Zelllinien auch in ihrem Phänotyp. So konnte in einem Experiment, bei dem verschiedene 
PDAC-Zelllinien mit derselben Zellzahl unter die Haut von immundefizienten Mäusen 
gespritzt wurden, gezeigt werden, dass von den vier Tumorzelllinien BxPC3, AsPC1, 
PANC-1 und MIA PaCa-2 die beiden Zelllinien BxPC3, AsPC1 diejenigen mit der größten 
Tumorigenität waren (Miknyoczki et al., 1999).  
Verknüpft man diese grundsätzlichen Unterschiede mit den Ergebnissen aus dieser 
Arbeit bezüglich des SFRP1-Methylierungsstatus, könnte man einen Zusammenhang 
zwischen ähnlichen Methylierungsmustern und Tumorigenität und Mutationsstatus (aus 
der Literatur) der verschiedenen PDAC-Zelllinien sehen. Man kann vermuten, dass die 
PDAC-Zelllinien aufgrund ihrer unterschiedlichen Methylierungsmuster sowie ihrer 
Unterschiede im Mutationszustand verschiedene Stadien im Verlauf der späteren PDAC-
Tumorprogression repäsentieren und je tumorigener die Linien wären desto weniger 
SFRP1-RNA würden sie durch entsprechend stärkere Methylierung exprimieren         
(Abb. 4.1). Das könnte auf einen kausalen Zusammenhang hindeuten. Der Proteinverlust 
geschieht dabei möglicherweise schon eher und wäre durch weitere Faktoren wie 
beispielsweise miRNAs bedingt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1:   Hypothetisches Modell der Eingliederung der PDAC-Zelllinien in die PDAC-Tumorprogression 
aufgrund ihres SFRP1-Methylierungsmusters, der SFRP1-RNA-und Proteinexpression und der 
aus der Literatur entnommenen genetischen Defekte (Abbildung verändert nach Braat et al., 2012) 
Ein wesentlicher Grund für die schlechte Prognose von PDAC-Patienten ist die zu 
spät diagnostizierte Metastasierung des Primärtumors. Das Erlangen von verstärkten 
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migratorischen Fähigkeiten ist Voraussetztung für die Invasion und Metastasierung von 
Tumorzellen. Es gibt deutliche Hinweise aus der Literatur auf einen funktionellen Einfluss 
von SFRP1 auf die Migration von Zellen aus verschiedenen humanen Tumorarten, wie 
z.B. Glioblastom und Brustkrebs und aus der Angiologie (Roth et al., 2000; Dufourcq et 
al., 2002; Barcelos et al., 2009; Matsuda et al., 2009; Martin-Manso et al., 2011). Zudem 
scheinen das Stroma von Pankreastumoren und darin enthaltene PSCs eine wichtige Rolle 
bei der PDAC-Tumorprogression zu spielen (Bardeesy und DePinho, 2002; Bachem et al., 
2005; Korc, 2007; Froeling et al., 2011; Apte und Wilson, 2012). In der hier vorliegenden 
Arbeit wurde untersucht, ob eine funktionelle Beteiligung des SFRP1-Verlustes im Stroma 
von PDAC-Tumoren bei der Migration von Tumorzellen nachweisbar ist. Es wurden 
PDAC-Zellen mit ÜS von transgenen, SFRP1-sezernierenden PSCs stimuliert oder sie 
sezernierten es durch künstliche Überexpression selbst. Es konnte ein schwacher Einfluss 
von SFRP1 auf die Motilität eines Teils der humanen PDAC- sowie auf die Stromazellen 
festgestellt werden. Man könnte vermuten, dass SFRP1 eventuell eher auf dem autokrinen 
Weg negativen Einfluss auf die Migration der PDAC-Zellen nehmen könnte, als durch den 
parakrinen. Die Promotormethylierung von SFRP1 im tumorigenen Ganggewebe und in 
PDAC-Zelllinien wurde bereits in mehreren Publikationen beschrieben (Sato et al., 2003; 
Watanabe et al., 2006; Bu et al., 2008a/b und diese Arbeit). Die Analyse des 
Methylierungsmusters der CpG-Insel in PSCs ergab jedoch entgegen der Vermutungen 
keine Hypermethylierung von SFRP1, weshalb der Verlust von SFRP1-Protein im Stroma 
von PDAC-Patienten auf andere Weise zustande kommen muss, als im Ganggewebe. Der 
miRNA-vermittelte Abbau der SFRP1-mRNA wäre eine Möglichkeit. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Gensequenzteile aus der 3’UTR und der CDS von 
SFRP1 zur Herunterregulierung der Reportergenexpression in PSCs, aber auch in drei 
PDAC-Zelllinien, führten. Über die zugrunde liegenden Mechanismen der im Rahmen 
dieser Arbeit gemachten Beobachtungen kann nur spekuliert werden. Es wurden hierfür 
beispielsweise PDAC-Zellen in An- und Abwesenheit von SFRP1-Expression kultiviert. 
Nach Analyse der Genexpression in diesen Zellen von diversen Genen, die durch den β-
Catenin-abhängigen Wnt-Signalweg reguliert werden, zeigte sich keine nennenswerte 
Beeinflussung des Wnt/β-Catenin-Signalweges durch SFRP1. Desweiteren wurden auch 
Gene, die an β-Catenin-unabhängigen Signalwegen beteiligt sind, SFRP1-abhängig 
betrachtet. Hier zeigte sich möglicherweise ein positiver Einfluss von SFRP1 auf 
Mitglieder des nichtkanonischen PCP-Signalweges, der wiederum die Migration und 
Zellpolarität reguliert.  
Ein Wegfall von SFRP1 im Stroma von PDAC in sehr frühen Phasen (und auch in 
den Tumorzellen selbst) könnte durch miRNAs oder, im Falle der Tumorzellen, durch 
Hypermethylierung ausgelöst werden. Die sekretierten, tumorsupprimierenden, parakrinen 
Signale aus dem Stroma und autokrinen Signale von den Tumorzellen selbst würden damit 
wegfallen und die planare Zellpolarität wäre nicht mehr aufrechterhaltbar. Damit würden 
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sich die Polarität und die Migrationsbereitschaft der Tumorzellen so verändern, dass sie 
ungerichtet wandern könnten, wodurch das Risiko zur Metastasierung zunehmen würde. 
Eventuell könnte der SFRP1-Proteinverlust im Pankreasgangstroma als klinischer 
prognostischer Marker für PDAC-Patienten mit R1-Resektionsstatus Verwendung finden. 
Das setzt jedoch einen invasiven Eingriff voraus. 
Weitere Experimente wie z.B. der tatsächliche Invasionsassay oder Kokulturexperi-
mente bzw. mehr Wiederholungen der durchgeführten Versuche wären nötig, um die 
tendenziellen Vermutungen bezüglich des funktionellen Einflusses von SFRP1 auf die 
Tumor- und Stromazellen noch zu bekräftigen. Desweiteren wäre eine Identifizierung von 
miRNAs wichtig, die an der 3’UTR sowie der CDS von SFRP1 binden, um mit der 
Antagonisierung dieser eine Wiederherstellung der SFRP1-Protein-Expression nachweisen 
zu können sowie Hinweise auf potenzielle therapeutische Anwendungsmöglichkeiten zu 
finden. Zur Eingliederung der Beobachtungen in die beteiligten Signaltransduktionswege 
müssten sich auch noch weitere differentielle Genexpressionsanalysen anschließen sowie 
die Vielzehl der weiteren FZs untersucht werden. Auch die Einbindung von mehr 
Patientenproben in die Genexpressionsexperimente wäre für eine Analyse des SFRP1-
Verlustes als prognostischer oder diagnostischer Faktor wünschenswert. 
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C Vektorkarten 144 
C.7 pCR-Blunt (bakterieller Expressionsvektor für 
Klonierungszwecke) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.8 pRevTet-Off (retroviraler Vektor für konstitutionelle 
Transaktivatorexpression) 
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C.9 pczVSV-G (Expressionsvektor für das Hüllprotein 
Glykoprotein G des Stomatitis vesicularis-Virus) 
 
 
 
 
 
 
 
C.10 pHit60 (Expressionsvektor für MuLV gag und pol) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C Vektorkarten 146 
C.11 pRevTRE_IRES_EGFP (viraler Expressionsvektor 
mit Tet-responsiblem Element) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
pUC ori 
 
D DNA-Sequenzen 
Bezeichnung 
und Quelle 
Basenpaarsequenz in 5‘-3‘-Richtung 
SFRP1-
5’UTR: 
(aus 
Ensembl-
Datenbank) 
CGAGGGCTCGGCCGTAGGAGCCCCGCGCACTCCAGCCCTGCAGCCTCCG
GAGTCAGTGCCGCGCGCCCGCCGCCCCGCGCCTTCCTGCTCGCCGCACC
TCCGGGAGCCGGGGCGCACCCAGCCCGCAGCGCCGCCTCCCCGCCCGC
GCCGCCTCCGACCGCAGGCCGAGGGCCGCCACTGGCCGGGGGGACCGG
GCAGCAGCTTGCGGCCGCGGAGCCGGGCAACGCTGGGGACTGCGCCTTT
TGTCCCCGGAGGTCCCTGGAAGTTTGCGGCAGGACGCGCGCGGGGAGGC
GGCGGAGGCAGCCCCGACGTCGCGGAGAACAGGGCGCAGAGCCGGC 
SFRP1-CDS: 
(aus 
Ensembl-
Datenbank) 
ATGGGCATCGGGCGCAGCGAGGGGGGCCGCCGCGGGGCAGCCCTGGGC
GTGCTGCTGGCGCTGGGCGCGGCGCTTCTGGCCGTGGGCTCGGCCAGC
GAGTACGACTACGTGAGCTTCCAGTCGGACATCGGCCCGTACCAGAGCGG
GCGCTTCTACACCAAGCCACCTCAGTGCGTGGACATCCCCGCGGACCTGC
GGCTGTGCCACAACGTGGGCTACAAGAAGATGGTGCTGCCCAACCTGCTG
GAGCACGAGACCATGGCGGAGGTGAAGCAGCAGGCCAGCAGCTGGGTGC
CCCTGCTCAACAAGAACTGCCACGCCGGCACCCAGGTCTTCCTCTGCTCG
CTCTTCGCGCCCGTCTGCCTGGACCGGCCCATCTACCCGTGTCGCTGGCT
CTGCGAGGCCGTGCGCGACTCGTGCGAGCCGGTCATGCAGTTCTTCGGC
TTCTACTGGCCCGAGATGCTTAAGTGTGACAAGTTCCCCGAGGGGGACGT
CTGCATCGCCATGACGCCGCCCAATGCCACCGAAGCCTCCAAGCCCCAAG
GCACAACGGTGTGTCCTCCCTGTGACAACGAGTTGAAATCTGAGGCCATC
ATTGAACATCTCTGTGCCAGCGAGTTTGCACTGAGGATGAAAATAAAAGAA
GTGAAAAAAGAAAATGGCGACAAGAAGATTGTCCCCAAGAAGAAGAAGCC
CCTGAAGTTGGGGCCCATCAAGAAGAAGGACCTGAAGAAGCTTGTGCTGT
ACCTGAAGAATGGGGCTGACTGTCCCTGCCACCAGCTGGACAACCTCAGC
CACCACTTCCTCATCATGGGCCGCAAGGTGAAGAGCCAGTACTTGCTGAC
GGCCATCCACAAGTGGGACAAGAAAAACAAGGAGTTCAAAAACTTCATGAA
GAAAATGAAAAACCATGAGTGCCCCACCTTTCAGTCCGTGTTTAAGTGA 
SFRP1-
3’UTR: 
(aus 
Ensembl-
Datenbank) 
TTCTCCCGGGGGCAGGGTGGGGAGGGAGCCTCGGGTGGGGTGGGAGCG
GGGGGGACAGTGCCCCGGGAACCCGGTGGGTCACACACACGCACTGCGC
CTGTCAGTAGTGGACATTGTAATCCAGTCGGCTTGTTCTTGCAGCATTCCC
GCTCCCTTCCCTCCATAGCCACGCTCCAAACCCCAGGGTAGCCATGGCCG
GGTAAAGCAAGGGCCATTTAGATTAGGAAGGTTTTTAAGATCCGCAATGTG
GAGCAGCAGCCACTGCACAGGAGGAGGTGACAAACCATTTCCAACAGCAA
CACAGCCACTAAAACACAAAAAGGGGGATTGGGCGGAAAGTGAGAGCCAG
CAGCAAAAACTACATTTTGCAACTTGTTGGTGTGGATCTATTGGCTGATCTA
TGCCTTTCAACTAGAAAATTCTAATGATTGGCAAGTCACGTTGTTTTCAGGT
CCAGAGTAGTTTCTTTCTGTCTGCTTTAAATGGAAACAGACTCATACCACAC
TTACAATTAAGGTCAAGCCCAGAAAGTGATAAGTGCAGGGAGGAAAAGTGC
AAGTCCATTATGTAATAGTGACAGCAAAGGGACCAGGGGAGAGGCATTGC
CTTCTCTGCCCACAGTCTTTCCGTGTGATTGTCTTTGAATCTGAATCAGCCA
GTCTCAGATGCCCCAAAGTTTCGGTTCCTATGAGCCCGGGGCATGATCTG
ATCCCCAAGACATGTGGAGGGGCAGCCTGTGCCTGCCTTTGTGTCAGAAA
AAGGAAACCACAGTGAGCCTGAGAGAGACGGCGATTTTCGGGCTGAGAAG
GCAGTAGTTTTCAAAACACATAGTTAAAAAAGAAACAAATGAAAAAAATTTTA
GAACAGTCCAGCAAATTGCTAGTCAGGGTGAATTGTGAAATTGGGTGAAGA
GCTTAGGATTCTAATCTCATGTTTTTTCCTTTTCACATTTTTAAAAGAACAAT
GACAAACACCCACTTATTTTTCAAGGTTTTAAAACAGTCTACATTGAGCATT
TGAAAGGTGTGCTAGAACAAGGTCTCCTGATCCGTCCGAGGCTGCTTCCC
AGAGGAGCAGCTCTCCCCAGGCATTTGCCAAGGGAGGCGGATTTCCCTGG
TAGTGTAGCTGTGTGGCTTTCCTTCCTGAAGAGTCCGTGGTTGCCCTAGAA
CCTAACACCCCCTAGCAAAACTCACAGAGCTTTCCGTTTTTTTCTTTCCTGT
AAAGAAACATTTCCTTTGAACTTGATTGCCTATGGATCAAAGAAATTCAGAA
CAGCCTGCCTGTCCCCCCGCACTTTTTACATATATTTGTTTCATTTCTGCAG
ATGGAAAGTTGACATGGGTGGGGTGTCCCCATCCAGCGAGAGAGTTTCAA
D DNA-Sequenzen 148 
AAGCAAAACATCTCTGCAGTTTTTCCCAAGTACCCTGAGATACTTCCCAAAG
CCCTTATGTTTAATCAGCGATGTATATAAGCCAGTTCACTTAGACAACTTTA
CCCTTCTTGTCCAATGTACAGGAAGTAGTTCTAAAAAAAATGCATATTAATT
TCTTCCCCCAAAGCCGGATTCTTAATTCTCTGCAACACTTTGAGGACATTTA
TGATTGTCCCTCTGGGCCAATGCTTATACCCAGTGAGGATGCTGCAGTGAG
GCTGTAAAGTGGCCCCCTGCGGCCCTAGCCTGACCCGGAGGAAAGGATG
GTAGATTCTGTTAACTCTTGAAGACTCCAGTATGAAAATCAGCATGCCCGC
CTAGTTACCTACCGGAGAGTTATCCTGATAAATTAACCTCTCACAGTTAGTG
ATCCTGTCCTTTTAACACCTTTTTTGTGGGGTTCTCTCTGACCTTTCATCGT
AAAGTGCTGGGGACCTTAAGTGATTTGCCTGTAATTTTGGATGATTAAAAAA
TGTGTATATATATTAGCTAATTAGAAATATTCTACTTCTCTGTTGTCAAACTG
AAATTCAGAGCAAGTTCCTGAGTGCGTGGATCTGGGTCTTAGTTCTGGTTG
ATTCACTCAAGAGTTCAGTGCTCATACGTATCTGCTCATTTTGACAAAGTGC
CTCATGCAACCGGGCCCTCTCTCTGCGGCAGAGTCCTTAGTGGAGGGGTT
TACCTGGAACATTAGTAGTTACCACAGAATACGGAAGAGCAGGTGACTGTG
CTGTGCAGCTCTCTAAATGGGAATTCTCAGGTAGGAAGCAACAGCTTCAGA
AAGAGCTCAAAATAAATTGGAAATGTGAATCGCAGCTGTGGGTTTTACCAC
CGTCTGTCTCAGAGTCCCAGGACCTTGAGTGTCATTAGTTACTTTATTGAA
GGTTTTAGACCCATAGCAGCTTTGTCTCTGTCACATCAGCAATTTCAGAACC
AAAAGGGAGGCTCTCTGTAGGCACAGAGCTGCACTATCACGAGCCTTTGTT
TTTCTCCACAAAGTATCTAACAAAACCAATGTGCAGACTGATTGGCCTGGT
CATTGGTCTCCGAGAGAGGAGGTTTGCCTGTGATTTCCTAATTATCGCTAG
GGCCAAGGTGGGATTTGTAAAGCTTTACAATAATCATTCTGGATAGAGTCC
TGGGAGGTCCTTGGCAGAACTCAGTTAAATCTTTGAAGAATATTTGTAGTTA
TCTTAGAAGATAGCATGGGAGGTGAGGATTCCAAAAACATTTTATTTTTAAA
ATATCCTGTGTAACACTTGGCTCTTGGTACCTGTGGGTTAGCATCAAGTTCT
CCCCAGGGTAGAATTCAATCAGAGCTCCAGTTTGCATTTGGATGTGTAAAT
TACAGTAATCCCATTTCCCAAACCTAAAATCTGTTTTTCTCATCAGACTCTG
AGTAACTGGTTGCTGTGTCATAACTTCATAGATGCAGGAGGCTCAGGTGAT
CTGTTTGAGGAGAGCACCCTAGGCAGCCTGCAGGGAATAACATACTGGCC
GTTCTGACCTGTTGCCAGCAGATACACAGGACATGGATGAAATTCCCGTTT
CCTCTAGTTTCTTCCTGTAGTACTCCTCTTTTAGATCCTAAGTCTCTTACAAA
AGCTTTGAATACTGTGAAAATGTTTTACATTCCATTTCATTTGTGTTGTTTTT
TTAACTGCATTTTACCAGATGTTTTGATGTTATCGCTTATGTTAATAGTAATT
CCCGTACGTGTTCATTTTATTTTCATGCTTTTTCAGCCATGTATCAATATTCA
CTTGACTAAAATCACTCAATTAATCAA 
3U7 
(sequenziert) 
GTGCTGTGCAGCTCTCTAAATGGGAATTCTCAGGTAGGAAGCAACAGCTTC
AGAAAGAGCTCAAAATAAATTGGAAATGTGAATCGCAGCTGTGGGTTTTAC
CACCGTCTGTCTCAGAGTCCCAGGACCTTGAGTGTCATTAGTTACTTTATT
GAAGGTTTTAGACCCATAGCAGCTTTGTCTCTGTCACATCAGCAATTTCAGA
ACCAAAAGGGAGGCTCTCTGTAGGCACAGAGCTGCACTATCACGAGCCTT
TGTTTTTCTCCACAAAGTATCTAACAAAACCAATGTGCAGACTGATTGGCCT
GGTCATTGGTCTCCGAGAGAGGAGGTTTGCCTGTGATTTCCTAATTATCGC
TAGGGCCAAGGTGGGATTTGTAAAGCTTTACAATAATCATTCTGGATAGAG
TCCTGGGAGGTCCTTGGCAGAACTCAGTTAAATCTTTGAAGAATATTTGTA
GTTATCTTAGAAGATAGCATGGGAGGTG 
3U8 
(sequenziert) 
GAACGGCCAGTATGTTATTCCCTGCAGGCTGCCTAGGGTGCTCTGCTCAA
ACAGATCACCTGAGCCTCCTGCATCTATGAAGTTATGACACAGCAACCAGT
TACTCAGAGTCTGATGAGAAAAACAGATTTTAGGTTTGGGAAATGGGATTA
CTGTAATTTACACATCCAAATGCAAACTGGAGCTCTGATTGAATTCTACCCT
GGGGAGAACTTGATGCTAACCCACAGGTACCAAGAGCCAAGTGTTACACA
GGATATTTTAAAAATAAAATGTTTTTGGAATCCTCACCTCCCATGCTATCTTC
TAAGATAACTACAAATATTCTTCAAAGATTTAACTGAGTTCTGCCAAGGACC
TCCCAGGACTCTATCCAGAATGATTATTGTAAAGCTTTACAAATCCCACCTT
GGCCCTAGCGA 
3U9 
(sequenziert) 
GAGTGATTTTAGTCAAGTGAATATTGATACATGGCTGAAAAAGCATGAAAAT
AAAATGAACACGTACGGGAATTACTATTAACATAAGCGATAACATCAAAACA
TCTGGTAAAATGCAGTTaaaaaaaCAACACAAATGAAATGGAATGTAAAACAT
TTTCACAGTATTCAAAGCTTTTGTAAGAGACTTAGGATCTAAAAGAGGAGTA
CTACAGGAAGAAACTAGAGGAAACGGGAATTTCATCCATGTCCTGTGTATC
TGCTGGCAACAGGTCAGAACGGCCAGTATGTTATTCCCTGCAGGCTGCCT
D DNA-Sequenzen 149 
AGGGTGCTCTGCTCAAACAGATCACCTGAGCCTCCTGCATCTATGAAGTTA
TGACACAGCAACCAGTTACTCAGAGTCTGATGAGAAAAACAGATTTTAGGT
TTGGGAAATGGGATTACTGTAATTTACACATCCAAATGCAAACTCGAG 
Fragment 1: 
(komplett 
methylierte 
DNA) 
CTCCCCCTTTTATTTATGTATTTTTGGTTTTGTTTTTTAAGGGGTGTTGAGCC
GCGTCTGGTTCTAGTAAACCGAACCCGCTCGCGAGGGAGGCGATTGGCTC
CCGCGCCGGTGACGGACGTGGTAACGAGTGCGGCTCGCCCCGCCGGGA
GCTGATTGGCTGCGCGGGGCGGCTCCGAGGGCTCGGCCGTAGGAGCCC
CGCGCACTCCAGCCC 
Fragment 2: 
(komplett 
methylierte 
DNA) 
CGTAGGAGCCCCGCGCACTCCAGCCCTGCAGCCTCCGGAGTCAGTGCCG
CGCGCCCGCCGCCCCGCGCCTTCCTGCTCGCCGCACCTCCGGGAGCCGG
GGCGCACCCAGCCCGCAGCGCCGCCTCCCCGCCCGCGCCGCCTCCGAC
CGCAGGCCGAGGGCCGCCACTGGCCGGGGGGACCGGGCAGCAGCTTGC
GGCCGCGGAGCCGGGCAACGCTGGGGACTGCGCCTTTTGTCCCCGGAGG
TCCCTGGAAGTTT 
Fragment 3: 
(komplett 
methylierte 
DNA) 
CGCCTTTTGTCCCCGGAGGTCCCTGGAAGTTTGCGGCAGGACGCGCGCG
GGGAGGCGGCGGAGGCAGCCCCGACGTCGCGGAGAACAGGGCGCAGAG
CCGGCATGGGCATCGGGCGCAGCGAGGGGGGCCGCCGCGGGGCAGCCC
TGGGCGTGCTGC 
Fragment 4: 
(komplett 
methylierte 
DNA) 
GGCAGCCCTGGGCGTGCTGCTGGCGCTGGGCGCGGCGCTTCTGGCCGT
GGGCTCGGCCAGCGAGTACGACTACGTGAGCTTCCAGTCGGACATCGGC
CCGTACCAGAGCGGGCGCTTCTACACCAAGCCACCTCAGTGCGTGGACAT
CCCCGCGGACCTGCGGCTGTGCCACAACGTGGGCTACAAGAAGATGGTG
CTGCCCAACCTGCTGGAGCA 
Fragment 5: 
(komplett 
methylierte 
DNA) 
GTGGGCTACAAGAAGATGGTGCTGCCCAACCTGCTGGAGCACGAGACCAT
GGCGGAGGTGAAGCAGCAGGCCAGCAGCTGGGTGCCCCTGCTCAACAAG
AACTGCCACGCCGGCACCCAGGTCTTCCTCTGCTCGCTCTTCGCGCCCGT
CTGCCTGGACCGGCCCATCTACCCGTGTCGCTGGCTCTGCGAGGCCGTG
CGCGACTCGTGCGAGCCGGTCATGCAGTTCTTCGGCTTCTACTGGCCCGA
GATG 
Fragment 6: 
(komplett 
methylierte 
DNA) 
GGCTTCTACTGGCCCGAGATGCTTAAGTGTGACAAGTTCCCCGAGGGGGA
CGTCTGCATCGCCATGACGCCGCCCAATGCCACCGAAGCCTCCAAGCCCC
AAGGTAAGGCTGCCTCCTCCCACGTGCGCGAGCCGCCCCCTCCATCCCCC
GGCCGGAGCTGCAGGAGAACCCGCGCCACCCTACGCCCGCCCGCCGCTG
GGTCCCGGTGCTGGGGACTGAGGGCC 
Fragment 7: 
(komplett 
methylierte 
DNA) 
GGTGCTGGGGACTGAGGGCCCGAGGTTGCTCGCATGCTGTGCACGTGAT
TCCTAAGCGCGTCTGGTCTGTCCCAGGTATCGCTCAGCGCCCCTCGCGAC
CCAGGTGCACGGCGGGGCTGGCCCGGGAGCGGCAGCTCTGCGCCTTGG
CCTCGCAGGGACTCGCTGTGGTCCCCGGAGCCGCTCTTCCTGGGATCCAA
CTTCGCCTTTCCCATACCTGAAACAAAGCCTTGCGCTTTAAATAACAGGGG 
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